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ABSTRACT 
 
Electroporation of Jurkat T cells to introduce antisense oligodeoxynucleotides comple-
mentary to PKCα and PKCβ mRNA resulted in significant reduction of the amount of 
the specific PKC isoenzyme proteins. These cells were used to investigate the function of 
PKCα and PKCβ in vivo. 
 
First of all, it was noticed that exponential growth of the cells is diminished by reduction 
of the amount of both, PKCα or PKCβ protein. Investigating the signalling pathways of 
TCR/CD28 induced activation, PKCα is involved in regulation of activation of c-Raf-1, 
MEK-1/2, and ERK-1/2 due to association with c-Raf-1. In addition, PKCα appeared to 
be an important part of I-κB phosphorylation. PKCβ is involved in regulation of the 
ERK and additionally the JNK cascade. Decreased amounts of PKCβ protein correlated 
with reduced phosphorylation of c-Raf-1, MEK-1/2, and ERK-1/2, too, and impaired 
activation of MKK-4 and JNK-1/2. The effects of PKCβ are possibly provided by direct 
physical association with c-Raf-1, MEK-1/2, and MEKK-1. Furthermore, PKCβ is re-
quired for I-κB phosphorylation. However, none of the PKC isoenzymes influenced 
phosphorylation of p38 MAPK or degradation of I-κB. 
 
Most importantly, PKCα und PKCβ regulated IL-2 gene expression and IL-2 secretion 
in opposite ways. Upon reduction of PKCα protein, NFAT binding at its distal site 
within the IL-2 promoter and IL-2 promoter activity are enhanced. The transfected cells 
displayed higher levels of IL-2 mRNA and increased IL-2 secretion. This indicates that 
under physiological conditions PKCα may inhibit IL-2 gene expression and secretion. In 
sharp contrast, reduction of PKCβ protein led to decreased NFAT binding, IL-2 pro-
moter activity, and IL-2 mRNA level in Jurkat T cells. IL-2 secretion was under detec-
tion level. 
 
In summary, both isoenzymes PKCα and PKCβ are found to be involved in the regula-
tion of TCR/CD28 induced signal transduction finally leading to IL-2 gene expression. 
They exert their influence in different, sometimes overlapping, sometimes opposing ways 
possessing specific functions in Jurkat T cells. 
 
key words: antisense – MAPK – Jurkat T cells 
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ZUSAMMENFASSUNG 
 
PKCα- und PKCβ-AS-ODN konnten durch Elektroporation in Jurkat T-Zellen einge-
bracht und die Menge des Zielproteins dadurch deutlich reduziert werden. Die erzielten 
Effekte wurden analysiert und die Funktion von PKCα und PKCβ im Umkehrschluß 
definiert.  
 
PKCα reguliert die ERK-Kaskade – möglicherweise über eine Assoziation mit c-Raf-1. 
Ihre Anwesenheit ist für die TZR/CD28-induzierte Aktivierung von c-Raf-1, MEK-1/2 
und ERK-1/2 erforderlich. PKCα ermöglicht darüber hinaus die Phosphorylierung von 
I-κB. PKCβ ist in die Regulation der ERK- und JNK-Kaskade involviert. Die 
Phosphorylierung von c-Raf-1, MEK-1/2 und ERK-1/2 und die Aktivierung von MKK-4 
und JNK-1/2 sind bei Reduktion von PKCβ-Protein nur eingeschränkt möglich. Die 
Interaktion mit c-Raf-1, MEK-1/2 und MEKK-1 zeigt mögliche Wirkmechanismen auf. 
PKCβ ist ebenfalls für die Phosphorylierung von I-κB nötig. Keine der beiden PKC-
Isoformen beeinflußt die Phosphorylierung der p38 MAPK oder die Degradation des 
I-κB. In Gegenwart geringerer PKCα- oder PKCβ-Proteinmengen zeigen die Jurkat T-
Zellen des weiteren nur ein verlangsamtes exponentielles Wachstum. 
 
PKCα und PKCβ regulieren die IL-2-Genexpression und IL-2-Sekretion in gegensätzli-
cher Weise. Unter Reduktion von PKCα-Protein sind die NFAT-Bindung an den IL-2-
Promotor (distal), die IL-2-Promotoraktivität und der IL-2-mRNA-Gehalt erhöht. Dar-
über hinaus wird mehr IL-2 von den Jurkat T-Zellen sezerniert. Das Isoenzym scheint 
unter physiologischen Bedingungen einen hemmenden Einfluß auf die genannten Ereig-
nisse zu haben. Bei Verringerung von PKCβ-Protein hingegen sind NFAT-Bindung, IL-
2-Promotoraktivität und IL-2-mRNA-Gehalt erniedrigt und es findet keine IL-2-
Sekretion mehr statt. 
 
Die beiden Isoenzyme PKCα und PKCβ sind in die Regulation der TZR-induzierten Si-
gnaltransduktion und IL-2-Genexpression involviert. Sie üben ihren Einfluß in unter-
schiedlicher, teilweise gegensätzlicher Weise aus und besitzen spezifische Funktionen in 
Jurkat T-Zellen. 
 
Schlagwörter: Antisense – MAPK – Jurkat T-Zellen 
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Im folgenden Text werden für einige Begriffe englische Fachtermini (kursiv) verwendet, 
wenn deren Übersetzung in der deutschen Fachliteratur unüblich ist. Für die Abkürzung 
englischer Ausdrücke ist die deutsche Bedeutung in diesem Verzeichnis nur zum Teil 
angegeben. 
 
AP-1   activating protein-1 
AS-ODN  Antisense-Oligodesoxynukleotid 
ATF-2   activating transcription factor-2 
ATP   Adenosintriphosphat 
BCA   4,4’-Dicarboxy-2,2’-bichinolin (bicinchoninic acid) 
BSA   Rinderserumalbumin (bovine serum albumin) 
CD   Differenzierungscluster (cluster of differentiation) 
CDC42  cell-division-cycle protein 42 
cDNA   komplementäre (complementary) DNA 
Cot/Tpl  cancer Osaka thyroid/tumor progression locus 
CTP   Cytidintriphosphat 
DAG   Diazylglyzerin 
ddH2O   doppelt destilliertes H2O 
DNA   Desoxyribonukleinsäure (deoxyribonucleic acid) 
dNTP   Desoxynukleotidtriphosphat 
DTT   Dithiothreitol 
EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure (ethylenediaminetetraacetic acid) 
EGTA   Ethylenglykol-bis-(2-aminoethyl)-tetraessigsäure 
ELISA   enzyme linked immunosorbent assay 
ERK   extracellular-signal-regulated kinase 
FACS   fluorescence-activated cell sorter 
FITC   Fluoresceinisothiocyanat 
FKS   fötales Kälberserum  
g   Erdbeschleunigung 
GSH   Glutathion 
GST   Glutathion S-Transferase 
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GTP   Guanosintriphosphat 
h. i.   hitzeinaktiviert 
HEPES  N-2-Hydroxyethylpiperazin-N’-2-ethansulfonsäure 
I-κB   inhibitor of NF-κB 
IFN   Interferon 
Ig   Immunglobulin 
IKK   I-κB kinase 
IL   Interleukin 
IP3   Inositol-1,4,5-trisphosphat 
JNK   c-Jun N-terminal kinase 
kDa   Kilodalton 
KSR   kinase suppressor of Ras 
MAPK   mitogen-activated protein kinase 
MAPK K  MAPK kinase 
MAPK KK  MAPKK kinase 
MEK   mitogen-activated ERK-activating kinase 
MEKK  MEK kinase 
MHC   major histocompatibility complex 
MKK   (= MEK) 
MLK   mixed-lineage kinase 
M-MLV RT  Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transkriptase 
mRNA   messenger-RNA 
NF-κB   nuclear factor of κB 
NFAT   nuclear factor of activated T cells 
NIK   NF-κB-inducing kinase 
NLS   nuclear localization signal 
Oct-1   octamer-binding protein-1 
Oligo(dT)  Oligodesoxythymidin 
PBL   periphere Blutlymphozyten 
PBS   phosphate buffered saline 
PCR   Polymerase-Ketten-Reaktion (polymerase chain reaction) 
PKC   Proteinkinase C 
PMSF   Phenylmethylsulfonylfluorid 
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PVDF   Polyvinylidenfluorid 
RNA   Ribonukleinsäure (ribonucleic acid) 
RNase   Ribonuklease 
RPMI   RPMI 1640-Medium + Zusätze 
RT   Reverse Transkriptase 
SAP-1   SRF accessory protein-1, (SRF = serum response factor) 
SDS   sodiumdodecyl sulfate 
Taq   Thermus aquaticus 
TBS   TRIS-buffered saline 
TEMED  N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin  
TPA   12-O-Tetradecanoyl-13-phorbolacetat 
TRIS   Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 
TTP   Thymidintriphosphat 
Tween 20  Polyoxyethylensorbitanmonolaurat 
TZR   T-Zell-Rezeptor 
U   unit 
UV   Ultraviolett 
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1 EINLEITUNG 
1.1 Entstehung und Differenzierung von T-Lymphozyten 
 
T-Lymphozyten sind Teil des spezifischen Immunsystems und verantwortlich für die zel-
luläre Immunantwort. Aus den hämatopoietischen Stammzellen im Knochenmark entste-
hen zunächst allgemeine lymphatische Vorläuferzellen, die in den Thymus wandern und 
dort ausdifferenzieren. Es entstehen sogenannte „doppelt positive“ T-Lymphozyten, die 
CD4- und CD8-Rezeptoren auf ihrer Oberfläche tragen. Ein geringer Teil dieser Zellen 
exprimiert zusätzlich den T-Zell-Rezeptor/CD3-Komplex (TZR/CD3), über den an MHC 
(major histocompatibility complex) gebundene Antigene erkannt werden. Nur die Zellen 
werden selektiert, die sowohl MHC-Moleküle binden als auch tolerant gegenüber kör-
pereigenen Antigenen sind. Diese doppelt positiven, TZR/CD3-exprimierenden Zellen 
verlieren im weiteren Verlauf der Differenzierung einen der beiden Korezeptoren und 
sind dann entweder CD8- oder CD4-positiv. Zytotoxische Zellen (CD8-positiv) binden 
MHC-I-Moleküle, T-Helferzellen (CD4-positiv) binden MHC-II-Moleküle. Die Zellen 
verlassen den Thymus und durchwandern Blut und lymphatische Organe der Peripherie. 
Sie werden als naiv bezeichnet, da sie noch keinen Kontakt mit Fremdantigenen hatten.  
 
Die primäre Immunantwort geht mit einer Aktivierung der T-Zellen einher und wird da-
durch ausgelöst, daß der T-Lymphozyt auf ein Fremdantigen trifft, das an den MHC ei-
ner antigenpräsentierenden Zelle gebunden ist. Bei den T-Helferzellen sind mit der Akti-
vierung zwei wesentliche Ereignisse verbunden – die Bildung von Zytokinen und die 
Expression von Zytokinrezeptoren auf ihrer Zelloberfläche. Aufgrund des Zytokinmu-
sters werden sie in zwei Untergruppen eingeteilt. TH1-Zellen produzieren im wesentli-
chen die Zytokine Interleukin-2, Interferon-γ sowie Lymphotoxin. TH2-Zellen sind ge-
kennzeichnet durch die vornehmliche Synthese von Interleukin-4, -5 und -13. Über die 
Zytokine beeinflussen T-Helferzellen andere Zellen des Immunsystems und ermöglichen 
eine weitreichende Immunantwort. Interleukin-2 wird ausschließlich in T-Lymphozyten 
gebildet und induziert dort die Synthese seines eigenen Rezeptors.1,2 Es bildet insofern 
eine Ausnahme, als daß das Zytokin über den an der Oberfläche exprimierten Interleu-
kin-2-Rezeptor in erster Linie auf die T-Lymphozyten selbst wirkt.3 Sie erwerben infolge 
dieser Vorgänge ihre volle Immunfunktion und proliferieren. 
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1.2 Mechanismen der T-Zell-Aktivierung 
 
Bei der Aktivierung von T-Lymphozyten infolge der Rezeptorbesetzung wird das externe 
Signal intrazellulär weitergeleitet.4 Alle damit verbundenen Vorgänge werden gemeinhin 
unter dem Begriff Signaltransduktion zusammengefaßt und werden hier in den relevanten 
Zügen beschrieben (Abbildung 1). 
 
Der TZR/CD3-Komplex aktiviert nach Ligandenbindung intrazelluläre Proteintyrosinki-
nasen. Diese Proteintyrosinkinasen unterliegen einerseits einer Autophosphorylierung 
und aktivieren andererseits eine Vielzahl von weiteren Proteinen in der Zelle. Enzyme 
aus der Familie der kleinen G-Proteine gehen in die aktive Form über und geben das Si-
gnal an ihre Zielproteine weiter. Ein wichtiges Ereignis ist dabei die Initiierung der 
MAPK (mitogen-activated protein kinase)- Kaskaden, die aus hintereinandergeschalte-
ten Proteinkinasen bestehen. Durch das eingehende Signal werden zunächst die 
MAPKKK phosphoryliert und damit aktiviert. Sie phosphorylieren die Enzyme der nach-
folgenden Ebene, die MAPKK. Diese wiederum phosphorylieren die MAPK und das 
Signal mündet schließlich in der Aktivierung von Transkriptionsfaktoren. In Säugerzellen 
sind bis dato drei wichtige MAPK-Kaskaden bekannt, die ERK (extracellular-signal-
regulated kinase)-, die JNK (c-Jun N-terminal kinase)- und die p38 MAPK-Kaskade.  
Weitere wichtige Ereignisse in T-Lymphozyten sind die Aktivierung des Transkriptions-
faktors NF-κB (nuclear factor of κB) und die Aktivierung der Phospholipase C. Die 
Phospholipase C hydrolysiert Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat zu IP3 (Inositol-
1,4,5-trisphosphat) und DAG (Diazylglyzerin).5 IP3 wird für den intrazellulären Anstieg 
der Calciumkonzentration verantwortlich gemacht. Über die erhöhte Calciumkonzentra-
tion wird die Phosphatase Calcineurin aktiviert. Sie dephosphoryliert den Transkriptions-
faktor NFAT (nuclear factor of activated T cells), der dadurch aktiviert wird. DAG ist 
ein direkter Aktivator der PKC (Proteinkinase C). Diesem Enzym wird eine Schlüsselrol-
le in der Regulation zahlreicher Prozesse der T-Zell-Aktivierung zugesprochen.6 
Die aktivierten Transkriptionsfaktoren translozieren in den Zellkern, binden an die Pro-
motoren diverser Gene und induzieren deren Transkription. Die Genexpression von 
Zytokinen und ihren Rezeptoren steht im Mittelpunkt des Interesses, wobei das IL (In-
terleukin)-2 in TH1-Zellen eine wichtige Rolle einnimmt. Nach seiner Synthese wird IL-2 
in Richtung Zellperipherie transportiert und sezerniert. 

















































Abbildung 1: Schematische Darstellung der wichtigsten Signaltransduktionskaskaden 
bei der T-Zell-Aktivierung 
 
Erläuterungen im Text 
 
 
Der TZR von naiven T-Lymphozyten besteht aus einer α- und einer β-Kette, die über 
eine Disulfidbrücke verbunden sind und jeweils nur eine kleine zytoplasmatische Domäne 
tragen. Der CD3-Komplex ist zusammengesetzt aus einer δ-, einer γ- und zwei ε- Ketten, 
die über Salzbrücken mit dem TZR assoziiert sind, sowie aus zwei über eine Disulfid-
brücke verknüpften ζ-Ketten. 
Nach Ligandenbindung an den TZR/CD3-Komplex interagieren die zytoplasmatischen 
Domänen der CD3-Ketten mit intrazellulären Proteintyrosinkinasen und werden von ih-
nen phosphoryliert.7,8 Dadurch können weitere zytoplasmatische Proteine an die CD3-
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Ketten binden. Aktivierte GEPs (GDP/GTP exchange proteins) bewirken den Austausch 
von GDP gegen GTP in der Aktivierungsdomäne der kleinen G-Proteine, zu denen p21ras 
(Ras), die Rho-Familie und CDC42 (cell-division-cycle protein) zählen, und aktivieren 
sie dadurch.9,10 
B7.1 (CD80)- und B7.2 (CD86)-Moleküle auf der Oberfläche von antigenpräsentieren-
den Zellen dienen als Liganden für den CD28-Korezeptor.11 Eine Beteiligung dieses Ko-
rezeptors besitzt u. a. Relevanz für die T-Zellproliferation, Inhibition der Apoptose und 
Induktion der Zytokinproduktion.12,13 Die Signalauslösung allein über den TZR/CD3-
Komplex ist unzureichend für die T-Zell-Aktivierung und IL-2-Produktion; sie führt die 
Zelle in den Zustand der Anergie.14,15 
Der PKC-Aktivator TPA (12-O-Tetradecanoyl-13-phorbolacetat) kann in Kombination 
mit dem Calciumionophor Ionomyzin die T-Zell-Aktivierung nachahmen.16 
 
Die ERK-Kaskade wird durch extrazelluläre Signale wie Hormone, Wachstumsfaktoren 
und Tumorpromotoren ausgelöst. In T-Lymphozyten ist die alleinige Besetzung des TZR 
für eine Aktivierung ausreichend. Die hauptsächlichen Vertreter der Proteinkinasen sind 
c-Raf-1 (MAPKKK), MEK (MAPKK) und ERK (MAPK).17 
Inaktives c-Raf-1 ist als Multiproteinkomplex von 300 bis 500 kDa zunächst im Zytosol 
lokalisiert und über die phosphorylierten Aminosäuren Ser259 und Ser621 an das dimere 
Gerüstprotein (scaffold protein) 14-3-3 gebunden.18,19,20 Das kleine G-Protein Ras bindet 
mit hoher Affinität an zwei Stellen der MAPKKK c-Raf-1.21 Damit geht eine Dephos-
phorylierung von c-Raf-1 an Ser259 einher – das verantwortliche Enzym ist möglicher-
weise die Proteinphosphatase 2A.22 Gleichzeitig transloziert c-Raf-1 an die Membran.23 
Für die vollständige Aktivierung von c-Raf-1 ist zusätzlich die Phosphorylierung an 
Ser338 und Tyr341 notwendig.24 c-Raf-1 kann nun als Ser/Thr-Kinase ihr Substrat, die 
MEK (mitogen-activated ERK-activating kinase), phosphorylieren und aktivieren.25,26 
Durch die Phosphorylierung an Ser259 wird c-Raf-1 wieder inaktiviert.27 Die Raf-
Aktivierung ist tatsächlich noch wesentlich komplexer als hier geschildert. Es gibt zahl-
reiche Hinweise darauf, daß sich der Aktivierungsstatus von c-Raf-1 aus einem Gleich-
gewicht zwischen Aktivierung und Autoinhibition zusammensetzt. Bisher sind drei Raf-
Proteine bekannt, und zwar c-Raf-1, A-Raf und B-Raf.28,29,30 Alle Raf-Proteine verwen-
den Ras als Aktivator und MEK als Substrat.26,31,32,33 Trotzdem sind sie nicht redundant 
und haben daher verschiedene Funktionen. Als MAPKKK ist das ubiquitär vorkommen-
de c-Raf-1 die dominante Form, obwohl auch MEKK (MEK kinase)-1 und MEKK-2 die 
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MAPKK MEK aktivieren können.34,35,36 MEKK-1 vermag darüber hinaus an Ras zu bin-
den.37 
MEK umfaßt eine Familie von Thr/Tyr-Kinasen, wobei an der ERK-Kaskade die Isofor-
men MEK1 und MEK2 (auch MKK1 und 2 genannt) beteiligt sind. Sie phosphorylieren 
die MAPK ERK-1 und -2, die entsprechend ihres Molekulargewichts auch als p44 und 
p42 bezeichnet werden. ERK-1 und -2 sind Ser/Thr-Kinasen, die nach der Aktivierung in 
den Zellkern translozieren.38,39 Insgesamt werden den beiden ERK-Isoformen mehr als 50 
verschiedene Substrate zugeordnet, darunter beispielsweise die Proteinkinasen MAPKAP 
(MAPK-activating protein kinase)-2/3 und die Transkriptionsfaktoren Elk-1, SAP (SRF 
accessory protein)-1, c-Fos, c-Jun, ATF (activating transcription factor)-2 und 
c-Myc.40,41,42 
Die JNK-Kaskade wird durch proinflammatorische Zytokine und Streßfaktoren (UV-
Bestrahlung, Hitzeschock, Osmoseschock, mechanische Beanspruchung, u. a.) ausge-
löst.43,44 Lediglich in T-Lymphozyten sind zwei Signale erforderlich, die über den TZR 
und CD28 ausgelöst werden.45,46,47 CDC42 aus der Rho-Familie der GTPasen oder Rac 
könnten an der Aktivierung beteiligt sein.48,49 Als mögliche MAPKKK wurden die 
Ser/Thr-Kinasen MEKK-1 bis MEKK-4, MLK (mixed-lineage kinase)-3 und DLK (dual 
leucine zipper kinase) identifiziert.36,50,51,52 Das Signal wird über die Phosphorylierung 
von MKK-4 oder MKK7 weitergeleitet und mündet in der Aktivierung der MAPK-
Isoformen JNK-1 und JNK-2.47,53 Noch im Zytosol wird das namengebende Substrat 
dieser Enzyme, c-Jun, aktiviert und transloziert in den Kern.54,55 Weitere Substrate von 
JNK sind ATF-2, Elk-1 und SAP-1.41,56,57,58,59 Die JNK-Kaskade spielt, abhängig von der 
Dauer ihrer Aktivierung, eine wichtige Rolle bei der IL-2-Genexpression, mRNA-
Stabilisierung und proapoptotischen Prozessen wie der streßinduzierten Fas-Liganden 
(CD95)-Expression in Jurkat T-Zellen.60,61 
 
Die p38 MAPK-Kaskade wird durch Streßfaktoren (UV-Bestrahlung, Osmoseschock), 
Lipopolysaccharide und Zytokine (IL-1 und Tumornekrosefaktor-α) ausgelöst.62,63,68 
Wie bei der JNK-Kaskade wird auch hier eine Funktion von CDC42 oder Rac aus der 
Rho-Familie der GTPasen diskutiert.64 Ausgehend von den MAPKKK MLK-3 und 
MEKK-4 verläuft das Signal über die MKK-3, MKK-4 und MKK-6 weiter zur 
p38 MAPK.52,51, 65,66 p38 MAPK transloziert in den perinukleären Bereich und aktiviert 
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die MAPKAPK-2, -3 und -5 und die Transkriptionsfaktoren ATF-2 und Elk-1.41,65,67,68 
Darüber hinaus phosphoryliert p38 MAPK auch I-κB (inhibitor of NF-κB).68  
 
Der Aufbau der MAPK-Kaskaden aus jeweils drei Ebenen vermittelt nicht nur eine Am-
plifikation des Signals, sondern eröffnet der Zelle auch ein weites Feld an Regulations-
möglichkeiten bezüglich der Kinetik, Dauer und Amplitude des Signals. 
 
Die an der Signalweiterleitung beteiligten Proteinkinasen werden normalerweise in erster 
Linie einer bestimmten MAPK-Kaskade zugeordnet. Es ist aber zu berücksichtigen, daß 
aufgrund der geringen Substratspezifität einiger Vertreter zahlreiche Querverbindungen 
zwischen der ERK-, der JNK- und der p38 MAPK-Kaskade bestehen. MEKK-1 tritt 
z. B. vornehmlich als MAPKKK in der JNK-Kaskade auf, kann aber auch MEK-1 und -2 
(ERK-Kaskade) aktivieren. Gleiches gilt für MEKK-3.  
Die MAPK unterliegen einer dualen Phosphorylierung innerhalb sehr ähnlicher Motive. 
Tyr/Thr-Kinasen phosphorylieren ERK an Thr-Glu-Tyr, JNK an Thr-Pro-Tyr und 
p38 MAPK an Thr-Gly-Tyr.69,70,68 So verwundert es nicht, daß MKK-4 beispielsweise 
sowohl JNK als auch p38 MAPK phosphorylieren kann. Auf der untersten Kaskadene-
bene existieren besonders viele Überlappungen. ATF-2, Elk-1, NFAT sind Transkripti-
onsfaktoren, die von mehr als einer MAPK aktiviert werden können. Vor diesem Hinter-
grund ist es um so erstaunlicher, daß verschiedene extrazelluläre Signale über die glei-
chen Kaskaden weitergeleitet werden und umgekehrt gleiche extrazelluläre Signale sehr 
differenziert weitergegeben werden können. Der Zelle steht offensichtlich eine Vielzahl 
von Möglichkeiten offen, auf das externe Signal zu reagieren. Wovon diese Mechanis-
men im einzelnen abhängig sind und wie sie konkret ablaufen, ist zum jetzigen Zeitpunkt 
noch relativ unklar. Ein wichtiger Fortschritt in dieser Richtung war die Entdeckung, daß 
die Enzyme der MAPK-Kaskaden vermutlich in Form von übergeordneten Strukturen, 
sogenannten Signalkomplexen, organisiert sind. Diese wurden erstmals für die Hefe be-
schrieben. Über eine Assoziation mit Gerüstproteinen werden die beteiligten Enzyme in 
räumliche Nähe zueinander gebracht. Bei MAPK-Kaskaden erleichtert diese Zusammen-
führung die aufeinanderfolgende Phosphorylierung der Mitglieder und fördert die Schnel-
ligkeit und Effizienz der Signalübertragung. Die Gerüstproteine könnten zudem die prä-
zise Regulation der Signalwege gewährleisten, da sie einen MAPK-Weg abgrenzen und 
so vor Querverbindungen mit funktionell nicht verwandten Mitgliedern anderer MAPK-
Signalmodule schützen können. Der Aktivierungsstatus eines Enzyms könnte zusätzlich 
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dadurch bestimmt werden, daß sich das Protein – unter Mitwirkung der Gerüstproteine – 
in einem bestimmten Zellkompartiment aufhält oder vorzugsweise die Tertiärstruktur des 
aktiven oder inaktiven Zustands einnimmt.  
Im Falle der ERK-Kaskade könnte es sich bei einem Gerüstprotein um KSR (kinase sup-
pressor of Ras) handeln. KSR bindet konstitutiv an MEK-1, aber erst nach Ras-
Aktivierung an c-Raf-1 und ERK.71,72,73,74,75 Voraussetzung für die Ras-induzierte Bin-
dung ist die Phosphorylierung von KSR an Serin- und Threoninresten durch die aktivier-
te ERK.75 
Das mutmaßliche Gerüstprotein der JNK-Kaskade JIP (JNK interacting protein)-1 ver-
einigt MLK-3, MKK-7 und JNK miteinander, interagiert aber nicht mit MKK-3, -4, -6 
oder MEK-1.76 
 
Bei Untersuchungen zur Genregulation der leichten Kette von Ig (Immunglobulin)κ in B-
Zellen wurde der Transkriptionsfaktor NF-κB entdeckt.77 Es stellte sich heraus, daß 
NF-κB eine ganze Familie von Faktoren konstitutiert, die allesamt eine Rel-Domäne ent-
halten und eine wichtige Rolle in der Regulation inflammatorischer, antiapoptotischer 
und immunologischer Antworten spielen.78 Später wurde er auch in vielen anderen Zellen 
wie z. B. Jurkat T-Zellen gefunden.79 Das NF-κB-Heterodimer ist im Zytosol der ruhen-
den Zelle mit seinem Inhibitor I-κB assoziiert.80 Die innerhalb der Rel-Domäne gelegene 
NLS (nuclear localization signal)-Sequenz des Transkriptionsfaktors, die seinen Import 
in den Zellkern ermöglicht, wird von dem Inhibitor maskiert.81 Durch die Initiierung mit-
tels zweier eingehender Signale kommt es zur aufeinanderfolgenden Aktivierung der En-
zyme Cot/Tpl (cancer Osaka thyroid/tumor progression locus)-2, NIK (NF-κB-inducing 
kinase) und IKK (I-κB kinase).82,83,84,85 Damit zeigt die NF-κB-Aktivierung gewisse Pa-
rallelen zu den MAPK-Kaskaden. Die drei Isoformen IKKα, β und γ sind in einem Si-
gnalkomplex von 700 bis 900 kDa formiert.86,87,88 IKKα und β werden als katalytische 
Untereinheiten über den TZR/CD28-Stimulus aktiviert, IKKγ ist eine essentielle regula-
torische Untereinheit. Der CD28-Korezeptor ist maßgeblich an der Aktivierung der 
IKKs, insbesondere IKKβ, beteiligt.89,90 Das Enzym NIK aktiviert vornehmlich 
IKKα.91,92 Die IKKs phosphorylieren I-κBα an Ser32 und Ser36 im N-terminalen Be-
reich, der daraufhin ubiquitiniert und im 26S-Proteasom degradiert wird.93,94,95,96,97,98 NF-
κB unterliegt nun nicht mehr dem Einfluß seines Inhibitors, transloziert in den Zellkern 
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und bindet an diverse Promotoren.99 Innerhalb des IL-2-Promotors bindet NF-κB an ein 
CD28RE (CD28 responsive element).100,101 
MEKK-1 aktiviert als MAPKKK der JNK-Kaskade die IKKβ.90,102,103 In überexprimier-
ter Form induziert sie die I-κB-Phosphorylierung und NF-κB-Aktivierung.104 
 
Der Transkriptionsfaktor NFAT wurde nach seiner nukleären Lokalisation in aktivierten 
T-Zellen benannt.105 Er nimmt eine Schlüsselrolle in der Regulation der IL-2-
Transkription ein.106 Bisher wurden die Isoformen NFAT1 (= NFATp oder NFATc2), 
NFAT2 (= NFATc oder NFAT c1), NFAT3 und NFAT4 entdeckt. Über die Zuordnung 
von NFAT5 zu den herkömmlichen NFAT-Isoformen besteht noch keine Einigkeit. 
NFAT1 und NFAT4 sind in T-Zellen konstitutiv exprimiert, NFAT2 ist durch Stimulati-
on mit TPA/Ionomyzin induzierbar.107,108 Die calciumabhängige Proteinphosphatase Cal-
cineurin dephosphoryliert und aktiviert NFAT.109,110 Die Aktivierung und der nukleäre 
Import von NFAT sind so streng an eine erhöhte Calciumkonzentration in der Zelle ge-
bunden. Wie bei NF-κB konnten auch bei diesem Transkriptionsfaktor NLS-Sequenzen 
identifiziert werden, die den nukleären Import regulieren.111 Möglicherweise ist mit der 
Aktivierung eine Konformationsänderung des Proteins verbunden, bei der die NLS-
Sequenzen demaskiert werden. In NFAT2 wurde zusätzlich eine NES-Sequenz (nuclear 
export signal) gefunden.112 Aktivierter NFAT transloziert im Komplex mit Calcineurin in 
den Zellkern und bindet dort an den IL-2-Promotor.113 Die Deletion der NFAT-
Bindungsstelle hemmt die IL-2-Promotoraktvität um 70 bis 95 %.114 Die Aktivierung 
von NFAT1 erfordert in Jurkat T-Zellen zwei Signale.115 
NFAT ist nicht nur das Substrat von Calcineurin. Ser/Thr-Kinasen wie ERK, p38 MAPK 
und JNK phosphorylieren NFAT und tragen zur Querverbindung der Signalwege 
bei.116,117 Die Rephosphorylierung durch die Kinasen wirkt der Calcineurin-vermittelten 
Dephosphorylierung entgegen und verhindert den nukleären Import von NFAT bzw. 
fördert den Export des bereits translozierten Transkriptionsfaktors.118 Umgekehrt ist 




DAG, neben IP3 das zweite Produkt aus der Hydrolyse von Phosphatidylinositolbisphos-
phat, ist wie bereits erwähnt ein direkter Aktivator der Proteinkinase C (PKC), einer 
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Familie von Ser/Thr-Kinasen. Die PKC-Isoformen werden nach strukturellen und funk-
tionellen Aspekten in drei Gruppen eingeteilt.120,121 PKCα, βI, βII und γ gehören den 
calciumabhängigen PKCs (cPKCs) an, die des weiteren DAG oder Phorbolester als Ko-
faktor benötigen. PKCβI und PKCβII entstehen durch alternatives Spleißen. PKCδ, ε, θ 
und η(L) sind als Vertreter der neuen PKCs (nPKCs) zwar calciumunabhängig, aber 
ebenfalls auf DAG oder Phorbolester angewiesen. Die ursprünglich dieser Gruppe zuge-
ordnete PKCµ wird mittlerweile separat als PKD bezeichnet.122 Die Gruppe der atypi-
schen PKCs (aPKCs) mit PKCζ und λ(ι) benötigt weder Calcium noch Phorbolester zur 
Aktivierung.123 
Die PKC-Isoenzyme haben alle eine recht ähnliche Struktur. Sie sind aufgebaut aus einer 
C-terminalen katalytischen Region mit ATP-Bindungsstelle und Substratbindungstasche 
sowie einer N-terminalen regulatorischen Region mit Pseudosubstratmotiv, DAG- bzw. 
Phorbolesterbindungsort und der Calciumbindungsstelle in cPKCs. TPA vermag als 
Phorbolester direkt an cPKCs und nPKCs zu binden und sie dadurch zu aktivieren.124 Da 
TPA in der Zelle kaum metabolisiert wird, ist seine Wirkung stärker und langanhaltender 
als die von DAG. Die PKC transloziert nach Aktivierung an die Membran.125,126,127 Sie 
greift in zentrale intrazelluläre Prozesse ein. Darunter fallen Zellproliferation und 
-differenzierung, Zytokinsynthese und -sekretion, IL-2-Rezeptorexpression und Calcium-
ionenfluß.120,121,128,129  
In Abhängigkeit von Zelltyp und Gewebe werden sehr unterschiedliche PKC-Isoenzyme 
exprimiert.130 Neben den kinetischen Eigenschaften variieren auch Substratspezifität und 
Kompartimentlokalisation. Schon bald wurde deshalb eine individuelle Rolle der einzel-
nen Isoenzyme vermutet.115 T-Lymphozyten exprimieren PKCα, βI, δ, ε, η, θ und ζ, 
nicht aber PKCγ.131,132 PKC-Isoenzyme üben einen erheblichen Einfluß auf die T-Zell-
Aktivierung aus. Dies kommt u. a. darin zum Ausdruck, daß eine durch anhaltende TPA-
Behandlung verursachte PKC-Depletion die T-Zell-Aktivierung verhindert.127,133 Für 
PKCα wird eine Funktion in normalen und leukämischen hämatopoietischen Zellen und 
in der Differenzierung erythroider Zellen diskutiert.134  
 
Die Initiierung aller genannten Signalwege resultiert in der Aktivierung von Transkripti-
onsfaktoren, die an die Promotoren diverser Gene binden und ihre Transkription ermög-
lichen. Die Genexpression von Interleukin-2 ist eines der zentralen Ereignisse in TH1-
Zellen. Die Transkription des IL-2-Gens erfordert zwei Signale und wird über den vorge-
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lagerten Promotor reguliert. Der humane IL-2-Promotor umspannt ca. 300 Basenpaare 
und trägt zahlreiche Bindungsstellen für die Transkriptionsfaktoren NFAT, AP (acti-
vating protein)-1, NF-κB, Oct (octamer-binding protein)-1.114,135 Ihr kooperatives Zu-
sammenspiel ermöglicht die Initiierung der IL-2-Transkription.136 Zwei hochaffine 
NFAT-Bindungsstellen wurden an den Positionen -135 und -280 identifiziert. Des weite-
ren existieren 3 niedrigaffine NFAT-Bindungsstellen (-45, -90 und -160), von denen die 
letzte mit einem CD28RE überlappt.139,137 Daher wird die NFAT-Bindung durch CD28-
Stimulation erhöht.138 Die NFAT-Bindung an die distale Stelle (-280) erfolgt kooperativ 
mit AP-1.139 AP-1-ähnliche Faktoren bestehen aus Dimeren von verschiedenen Jun- und 
Fos-Proteinen, die über sogenannte Leucin-Zipper an DNA-Sequenzbereiche des IL-2-
Promotors binden.140,141,142 Die Transkriptionsfaktoren NFAT und Oct-1 benötigen in der 
Regel nur ein Signal. Das duale Signal für die IL-2-Expression ist deshalb in der Not-
wendigkeit anderer Faktoren wie AP-1 und NF-κB begründet.45,100,143 
 
Die Stabilität der synthetisierten IL-2-mRNA wird von zahlreichen Faktoren beeinflußt. 
AREs (adenosine- or uridine-rich elements) in der 3’-untranslatierten Region von 
mRNAs, die durch mehrere Kopien des Pentanukleotids AUUUA gekennzeichnet sind, 
destabilisieren die mRNA-Transkripte von mehreren Zytokingenen. Eine Deletion dieser 
Region generiert konstitutiv stabile mRNAs.60,144 Über extrazelluläre Stimuli kann eine 
mRNA-Stabilisierung induziert werden. Verantwortlich ist eine Sequenz in der 5’-
untranslatierten Region. Die Bindung einiger Proteine in dieser Region stabilisiert die 
mRNA und verlängert ihre Halbwertzeit.60 Die Beteiligung des Korezeptors CD28 an der 
T-Zell-Aktivierung trägt im Vergleich zur alleinigen TZR/CD3-Stimulation zur Stabili-
sierung der IL-2-mRNA bei.145,146 TPA und Ionomyzin sind ebenfalls imstande, die 
Halbwertzeit zu verlängern. Das Signal verläuft in beiden Fällen vermutlich über die 
JNK-Kaskade.60  
 
Nach der Translation wird das synthetisierte IL-2 sezerniert. IL-2 induziert bereits zu 
einem frühen Zeitpunkt die Genexpression des IL-2-Rezeptors. Er besteht aus drei Un-
tereinheiten, die getrennt synthetisiert und erst an der Zelloberfläche zusammengefügt 
werden. Das sezernierte IL-2 wird vom Rezeptor gebunden und anschließend mit ihm 
zusammen internalisiert. Zytokinsynthese und Rezeptorexpression sind lediglich transien-
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te Ereignisse. Im weiteren Verlauf werden die Gene wieder abgeschaltet und bedürfen 




1.3 Jurkat T-Zellen als Modell 
 
Die verwendeten Jurkat T-Zellen entstammen einer humanen leukämischen T-Zellinie.147 
FACS-Untersuchungen zeigten, daß 96 % der Zellen den TZR/CD3-Komplex exprimie-
ren. Bezüglich ihres Zytokinmusters sind sie vergleichbar mit dem TH1-Subtyp. 
 
Jurkat T-Zellen wurden als Modell verwendet, um Vorgänge in aktivierten T-
Lymphozyten zu studieren. Im Organismus ist ein Kontakt zwischen T-Lymphozyt und 
antigentragender antigenpräsentierender Zelle notwendig. Um diese Situation nachzuah-
men, wurden gegen den TZR und CD28-Korezeptor gerichtete Antikörper verwendet.  
 
Da sie einer Tumorzelllinie entspringen, handelt es sich bei Jurkat T-Zellen nicht um ru-
hende Zellen. Sie vermehren sich selbständig unter geeigneten Bedingungen und können 
daher leicht in Kultur gehalten werden. So stehen jederzeit ausreichende Mengen an Zel-
len zur Verfügung. Jurkat T-Zellen können durch den Entzug von Wachstumsfaktoren in 
die Ruhephase dirigiert werden, so daß die Zellpopulation sehr homogen ist.  
 
Aus peripherem Blut isolierte primäre T-Lymphozyten sind ruhende Zellen und proliferi-
ern in der Regel nicht. Aufgrund der geringen Proteinneusynthese sind sie für die Unter-
suchung der Signaltransduktionsmechanismen unter den gewählten Bedingungen nicht 
geeignet.  
 
Es bleibt zu erwähnen, daß in Jurkat T-Zellen das Isoenzym PKCα in starkem Maße 
exprimiert wird und eine vorherrschende Rolle einzunehmen scheint. PKCβ ist dagegen 
vermutlich die dominante Form in peripheren T-Lymphozyten.131 Das verwendete Mo-
dell hat also trotz der Ähnlichkeit zu T-Lymphozyten seine Grenzen. 
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1.4 Ziel der Arbeit 
 
Die Entdeckung der MAPK-Kaskaden stellte einen Meilenstein in der Erforschung der 
Signaltransduktionswege dar. Die PKC wurde bereits 1977 beschrieben und es dauerte 
nicht lange bis auch ihre Bedeutung für intrazelluläre Prozesse erkannt wurde.99,135 Die 
PKC umfaßt eine Familie von Ser/Thr-Kinasen und es mehrten sich Anhaltspunkte dafür, 
daß mit den Differenzen zwischen den PKC-Isoenzymen auch funktionelle Unterschiede 
verbunden sein könnten. Zahlreiche Inhibitoren wurden entwickelt, um die Rolle einzel-
ner Isoformen aufzudecken. Lediglich die PKCθ ist mittlerweile sehr gut charakteri-
siert.148 Bei den anderen Isoformen ist noch wesentlich mehr Aufklärungsarbeit zu lei-
sten. Es fehlen vor allem zuverlässige Daten über die intrazellulären Angriffspunkte der 
PKCs und die konkrete Gestaltung ihrer Wirkmechanismen. Des weiteren besteht bei 
einzelnen PKC-Isoenzymen Unklarheit über die Gemeinsamkeiten und Differenzen ihrer 
Funktion in verschiedenen Zellsystemen. 
 
Bei der vorliegenden Arbeit sollte unter weitgehend physiologischen Bedingungen die 
Funktion von PKCα und β bei der Regulation der Signaltransduktion in Jurkat T-Zellen 
analysiert werden. 
Im Blickfeld stand die Frage, ob die genannten PKC-Isoenzyme an der Aktivierung der 
MAPK-Kaskaden beteiligt sind und welche der Kaskaden betroffen sind. Durch die Iden-
tifizierung von Zielproteinen sollte geklärt werden, ob die PKC-Isoenzyme direkt auf 
Vertreter der MAPK-Kaskaden oder indirekt über andere zelluläre Proteine wirken. Da-
durch gewonnene Hinweise auf die möglicherweise zugrundeliegenden Regulationsme-
chanismen sollten weiter überprüft werden. 
Da über die MAPK-Kaskaden wichtige Transkriptionsfaktoren aktiviert werden, lag die 
Frage nahe, ob PKC-Isoenzyme – abhängig oder unabhängig von den MAPK-Kaskaden 
– an der Regulation der IL-2-Genexpression als zentralem Ereignis in T-Zellen teilneh-
men. Hier sollte geklärt werden, ob ein Einfluß auf Transkriptions-, Translations- oder 
Sekretionsebene ausgeübt wird. 
 
Den Mittelpunkt des Interesses bildete bei allen genannten Punkten die Frage, inwiefern 
Differenzen oder Gemeinsamkeiten zwischen den beiden „klassischen“ Isoenzymen 
PKCα und PKCβ bestehen und ob sich daraus spezifische Funktionen in der Zelle ablei-
ten lassen. 
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Agarosegel-Dokumentation Gel Doc 1000 (Bio-Rad, München, Deutschland) 
Agarosegelkammern ComPhor Mini und Midi (Biozym, Hess. Oldendorf, Deutschland) 
Brutschrank NU 4500 E (Zapf Instruments, Sarstedt, Deutschland) 
Einfrierbehälter (Nunc, Wiesbaden, Deutschland) 
Elektrophoresekammer Z 37,507-1 (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) 
Elektroporations-Impulsgenerator Typ EPI 2500 (Dr. L. Fischer, Heidelberg) 
ELISA-Reader MR 5000 (Dynatech, Denkendorf, Deutschland) 
FACScan (BD, Heidelberg, Deutschland) 
Filmentwickler Optimax 1170 (Protec, Oberstenfeld, Deutschland) 
Fluoreszenzmikroskop Model IMT-2 (Olympus Optical Co., LTD., Tokio, Japan) 
Heizblock Thermomixer 5436 (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) 
Luminometer Lumat LB 9507 (EG&G Berthold, Bad Wildbad, Deutschland) 
Netzgerät EPS 301 (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland) 
PCR-Gerät RoboCycler Gradient 96 (Stratagene Europe, Amsterdam, Niederlande) 
pH-Meter (Wissenschaftlich-Technische Werkstätten, Weilheim, Deutschland) 
Proteintransfer-Apparatur Panther Semidry Electroblotter HEP-1  
 (OWL Separation Systems, Portsmouth, USA) 
Schüttler Typ BellyDancer (Stovall Life Science, Greensboro, USA) 
Spektrometer Gene Quant II (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland) 
Sterilbank Lamin Air HB 2472 (Heraeus, Osterode, Deutschland) 
Tischzentrifuge MC-13 (Heraeus, Osterode, Deutschland) 
Ultraschallgerät Sonifier 250 (Branson, Danbury, USA) 
Ultrazentrifuge TL-100 (Beckman Coulter Inc., Krefeld, Deutschland) 
Zentrifuge Zellkultur 4K15 (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) 
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2.1.2 Verbrauchsmaterial 
 
Einfrierröhrchen (Biozym, Hess. Oldendorf, Deutschland) 
ELISA-Mikrotiterplatten MaxiSorb (Nunc, Wiesbaden, Deutschland) 
FACS-Röhrchen (Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland) 
Filme für Chemilumineszenz Biomax ML (Kodak, Rochester, USA) 
 für Fluoreszenz Elite CHROME 160T (Kodak, Rochester, USA) 
Filterpapiere GB002/004 (Schleicher&Schuell, Dassel, Deutschland) 
Luminometer-Röhrchen (Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland) 
Mikrotiter- und 24-well-Platten (Nunc, Wiesbaden, Deutschland) 
Nitrozellulosemembran Protran 0,2 µm-Poren (Schleicher&Schuell, Dassel,Deutschland) 
Pipettenspitzen (Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland) 
PVDF-Membran Immobilon-P, 0,45 µm-Poren (Millipore, Eschborn, Deutschland) 
Reaktionsgefäße (Sarstedt, Nümbrecht und Eppendorf, Hamburg, Deutschland) 











BD Transduction Laboratories 
(Heidelberg, Deutschland) 
 






p38 MAPK, phospho-p38 MAPK, 
phospho-c-Jun, phospho-ERK-1/2, 
I-κB, phospho-I-κB, phospho-MKK-4 
 
c-Raf-1, ERK, MEK-1/2, PKCα, PKCβ 
 
anti-Maus Ig Peroxidase (v. Schaf), 




Kaninchenserum und Maus-IgG2b als Isotypkontrollen 
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2.1.4 Oligodesoxynukleotide 
 
Die Oligodesoxynukleotide wurden von den Firmen MWG Biotech (Ebersberg, Deutsch-
land) und Stratagene Europe (Amsterdam, Niederlande) synthetisiert. Die Positionen 
entsprechen den folgenden Datenbank-Registriernummern: 
 
PKCα   X52479 
PKCβI   X06318-M27545 
GAPDH  M17851 
IL-2   XM_035511 




PKCα sense:  5’-CGA CTG TCT GTA GAA ATC TGG-3’ 
PKCα antisense: 5’-TAC CAT GGT GCA CTC CAC GTC-3’ 
PKCβI sense:  5’-CTG TGG AAC TGA CCC CCA CTG-3’ 
PKCβI antisense: 5’-ATA CTG AAG CAT TTT GGT ATC-3’ 
GAPDH sense: 5’-CCA CCC ATG GCA AAT TCC ATG GCA-3’ 
GAPDH antisense: 5’-TCT AGA CGG CAG GTC AGG TCC ACC-3’ 
IL-2 sense:  5’-ATG TAC AGG ATG CAA CTC CTG TCT T-3’ 
IL-2 antisense: 5’-GTC AGT GTT GAG ATG ATG CTT TGA C-3’ 
IFN-γ sense:  5’-ATG AAA TAT ACA AGT TAT ATC TTG GCT TT-3’ 




PKCα-mRNA-antisense: 5’-GTT CTC GCT GGT GAG TTT CA-3’ 




Oligo(dT)12-18 (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland) 
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2.1.5 Enzyme 
 
M-MLV RT, inkl. Puffer und DTT (Gibco BRL Life Technologies, Deutschland) 
Ribonuklease-Inhibitor RNaseOut (Gibco BRL Life Technologies, Deutschland) 





RNA-Isolierung QIAshredder (QIAGEN, Hilden, Deutschland) 
   RNeasyMini Kit (QIAGEN, Hilden, Deutschland)  
 
ELISA   Interleukin-2, human (R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland) 
 
Chemilumineszenz SuperSignal® West Pico-Substrate (Pierce, Rockford, USA) 
ECL-System (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschl.) 
 
 
2.1.7 Chemikalien und Substrate 
 
Agarose, Standard (QBiogene, Heidelberg, Deutschland) 
BCA Reagenz A (Pierce, Rockford, USA) 
β-Mercaptoethanol (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) 
BSA (Applichem, Darmstadt, Deutschland) 
Dimethylsulfoxid (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) 
DNA-Größenmarker, 100 bp-Leiter (MBI Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) 
dNTPs (QBiogene, Heidelberg, Deutschland) 
Ethidiumbromid (Roth, Karlsruhe, Deutschland) 
GSH-Sepharose 4B (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland) 
GST-c-Jun, Aminosäuren 1 - 89 (New England Biolabs (NEB), Frankfurt, Deutschland) 
Laemmli-Puffer Roti-Load, 4 x konzentriert (Roth, Karlsruhe, Deutschland) 
D-Luziferin, freie Säure (Applichem, Darmstadt, Deutschland) 
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PCR-Puffer (MBI Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) 
Protein G-Sepharose (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland) 
Protein-Größenmarker LMW, prestained (MBI Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) 
Trypanblau (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) 
 
Alle weiteren Chemikalien wurden von den Firmen Sigma-Aldrich (Taufkirchen, 
Deutschland), Serva (Heidelberg, Deutschland), Merck (Darmstadt, Deutschland), Bio-
mol (Hamburg, Deutschland) und Roth (Karlsruhe, Deutschland) bezogen. 
 
 





 (freundlicherweise zur Verfügung gestellt vom Max-Planck-Institut, Göttingen) 
 
Stabil transfizierte Jurkat T-Zellen mit dem Reportergen für Luziferase149 und 
∗ NFAT-Bindungsstelle des Interleukin-2-Promotors in vierfacher Kopie oder 
∗ minimalem Interleukin-2-Promotor 




RPMI 1640 (Gibco BRL Life Technologies, Deutschland) supplementiert mit 
 
 Glutamin, Nichtessentielle Aminosäuren, Penicillin, Pyruvat, Streptomyzin 
 (alle PAA Laboratories, Cölbe, Deutschland) 
 
 Fötales Kälberserum (FKS) (Gibco BRL Life Technologies, Deutschland) 




TPA (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland), Ionomyzin (Sigma-Aldrich, Taufkir-
chen, Deutschland), OKT3150 (IgG2a), anti-CD28151 (IgM) (Hybridomazellen zur Verfü-
gung gestellt von Prof. Dr. Schraven, Heidelberg) 
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2.2 Methoden 
2.2.1 Zellen und Zellkultur 
 
Für die vorliegende Arbeit wurden Jurkat T-Zellen und stabile Transfektanten eingesetzt. 
Die stabil transfizierten Jurkat T-Zellen tragen Plasmide, bei denen entweder der minima-
le IL-2-Promotor oder vier Kopien der distalen NFAT-Bindungsstelle des IL-2-
Promotors mit dem Reportergen für das Enzym Luziferase verknüpft sind. 
 
Alle Zellinien wurden in RPMI (RPMI 1640, 1 mM Pyruvat, 2 mM Glutamin, 100 U/ml 
Penicillin, 100 µg/ml Streptomyzin, 1 x nichtessentielle Aminosäuren) + 10 % FKS bei 
37 °C unter 5 % CO2-Atmophäre und nahezu 100 % Luftfeuchtigkeit kultiviert. Die 
Zellchargen wurden nach 20 Passagen gewechselt.  
 
Jurkat T-Zellen wurden für die Versuche im Anfangsstadium des exponentiellen Wachs-
tums bei 3 bis 5 x 105 Zellen pro ml subkultiviert, bei stabil transfizierten Jurkat T-Zellen 
waren es 1,5 bis 3 x 105 Zellen pro ml. Die Vitalität der Zellen wurde durch 1:2-
Verdünnung eines Aliquots der Zellsuspension mit 0,08 % (w/v) Trypanblau in PBS 




2.2.1.1 Einfrieren und Auftauen von Zellen 
 
5 x 106 Zellen pro Ansatz wurden 5 Minuten bei 300 x g und Raumtemperatur zentrifu-
giert, der Überstand wurde verworfen und das Zellsediment in 900 µl eiskaltem FKS 
aufgenommen. Nach Kühlung auf Eis über ungefähr 5 Minuten wurden 100 µl Dimethyl-
sulfoxid zupipettiert und die Zellen sehr schnell in Einfrierröhrchen überführt. Diese 
Röhrchen wurden sofort in einen Einfrierbehälter gestellt und über ca. 24 Stunden bei –
80 °C belassen. Die Temperatur sank unter diesen Bedingungen um annähernd 1 °C pro 
Minute. Danach wurden die Einfrierröhrchen in flüssigem Stickstoff gelagert. 
 






























Zum Auftauen wurde der Inhalt eines Einfrierröhrchens sehr schnell in der Hand erwärmt 




2.2.2 Transfektion eukaryotischer Zellen mit spezifischen Antisense-
Oligodesoxynukleotiden 
 
Eukaryotische Zellen wurden per Elektroporation transient mit Antisense-
Oligodesoxynukleotiden (AS-ODN) transfiziert. Die verwendeten Oligonukleotide besit-
zen eine Sequenz komplementär zur messenger-RNA (mRNA) des Zielproteins, so daß 
es zur Ausbildung von DNA-RNA-Hybriden kommt. Diese verhindern die Translation 
der mRNA und unterbinden demzufolge die Neusynthese des betroffenen Proteins. Statt 


















Abbildung 2: Struktur der Antisense-Oligodesoxynukleotide (AS-ODN) 
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Die Elektroporation wurde in Gegenwart von FKS durchgeführt, das zuvor 30 Minuten 
bei 65 °C hitzeinaktiviert wurde (gekennzeichnet mit „65 °C h.i.“). Durch diese Behand-
lung wurden im FKS vorhandene Exonukleasen denaturiert, die eventuell mit der Elek-
troporation in die Zelle gelangen könnten. Auf diese Weise wurde dem Abbau der Oligo-
nukleotide in der Zelle zusätzlich entgegengewirkt.  
 
Im vorliegenden Fall wurden AS-ODN gegen Proteinkinase C (PKC) -Isoenzyme ver-
wendet. Die endogen vorhandene PKC besitzt eine Halbwertzeit von ca. 24 Stunden. Die 
Posttransfektionszeit wurde so gewählt, daß einerseits ein nennenswerter Teil des endo-
genen Proteins abgebaut ist, andererseits aber noch Oligodesoxynukleotide in ausrei-
chender Menge in der Zelle vorhanden sind. Sie wurde für Jurkat T-Zellen mit 46 bis 
50 Stunden gewählt.  
 
 
2.2.2.1 Transfektion von Jurkat T-Zellen 
 
Jurkat T-Zellen wurden zweimal in 50 ml raumtemperiertem RPMI 1640 durch Zentrifu-
gation über 5 Minuten bei 300 x g und Raumtemperatur gewaschen. Durch Zugabe von 
RPMI 1640 mit 1 % FKS (65 °C h. i.) wurde eine Zelldichte von 2 x 107 Zellen/ml ein-
gestellt. 400 µl dieser Zellsuspension, entsprechend 8 x 106 Zellen, wurden in sterile 
4 mm-Elektroporationsküvetten überführt. Die Transfektion erfolgte mit Hilfe eines 
Elektroporation-Impulsgenerators bei 400 Volt über 5 Millisekunden. Die Zellen wurden 
in Ab- bzw. Anwesenheit von AS-ODN elektroporiert. 
 
Vom PKCα-AS-ODN wurden 68 µg (= 10,6 nmol), vom PKCβ-AS-ODN 65 µg 
(= 13,5 nmol) eingesetzt. 
 
Die 400 µl-Ansätze wurden direkt nach der Elektroporation in RPMI + 10 % FKS 
(65 °C h. i.) überführt. Die Zelldichte wurde auf 2,5 x 105 Zellen/ml eingestellt. Nach 
einer Posttransfektionszeit von 46 bis 50 Stunden wurden die Zellen zwecks Stimulation 
in RPMI ohne FKS überführt.  
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2.2.2.2 Transfektion von stabil transfizierten Jurkat T-Zellen 
 
Stabil transfizierte Jurkat T-Zellen wurden wie oben in RPMI 1640 gewaschen. Die Zell-
dichte in RPMI 1640 zuzüglich 1 % FKS (65 °C h. i.) betrug hier 1 x 107 Zellen/ml. 
800 µl Zellsuspension, entsprechend 8 x 106 Zellen, wurden in sterile 4 mm-
Elektroporationsküvetten überführt. Die Transfektion erfolgte über 5 Millisekunden bei 
lediglich 350 Volt. 
Die Mengen an PKCα- und PKCβ-AS-ODN waren identisch zu den bei den Jurkat T-
Zellen verwendeten.  
Die 800 µl-Ansätze wurden ebenfalls direkt nach der Elektroporation in RPMI + 10 % 
FKS (65 °C h. i.) überführt. Die Zelldichte wurde auf 2 x 105 Zellen/ml festgelegt und 
nach einer Posttransfektionszeit von 24 Stunden erneut auf diesen Wert eingestellt. Nach 
einer Posttransfektionszeit von 34 bis 48 Stunden wurden die Zellen zwecks Stimulation 
in RPMI ohne FKS überführt.  
 
 
2.2.2.3 Bestimmung der Transfektionseffizienz mittels Durchflußzytometrie 
im FACS 
 
Die Verwendung FITC (Fluoresceinisothiocyanat)-markierter AS-ODN und die an-
schließende Analyse der Zellen mittels Durchflußzytometrie im FACS (fluorescence-
activated cell sorter) erlaubte die Abschätzung der Transfektionseffizienz. Gleichzeitig 
konnte der Verbleib der Fluoreszenzmoleküle in den Zellen über den Zeitraum von 
48 Stunden nach der Transfektion verfolgt werden.  
 
Bei dieser Methode wird die zu analysierende Zellsuspension über eine Stahlkapillare in 
die Meßkammer eingebracht. Im Zuge der sogenannten hydrodynamischen Fokussierung 
werden die Zellen durch die sie umgebende Trägerflüssigkeit beschleunigt, so daß Ag-
gregate aufgetrennt werden und die Zellen den Analysepunkt einzeln erreichen. Nach 
Anregung durch einen 15 mW-Argon-Ionen-Laserstrahl bei 488 nm werden die emittier-
ten Signale von einem Detektionssystem empfangen und an den Analysator weitergege-
ben. Aus der Vorwärtsstreuung des Laserstrahls ist die Zellgröße erkennbar, aus der 
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Streuung im 90 °-Winkel läßt sich die interne Zellstruktur, d. h. die Granularität, ermit-
teln. Mit der Durchflußzytometrie ist es möglich, mehr als 10.000 Zellen pro Ansatz im 
Sekunden- oder unteren Minutenbereich zu analysieren. Damit bestehen entscheidende 
Vorteile gegenüber der sehr zeitaufwendigen Untersuchung im Fluoreszenzmikroskop, 
bei der die Analyse auf 100 bis 200 Zellen pro Ansatz limitiert ist.  
 
Erfolgreich transfizierte Zellen zeichneten sich dadurch aus, daß sie das AS-ODN mit 
dem daran gekoppelten Fluoreszenzfarbstoff FITC aufnahmen. Sie emittierten nach An-
regung durch den Laserstrahl grünes Licht mit einem Wellenlängenmaximum von 
520 nm.  
 
Zellen wurden analog Kapitel 2.2.2.1 transfiziert. Von den markierten Oligodesoxynu-
kleotiden wurden die gleichen molaren Mengen eingesetzt wie von den nichtmarkierten. 
Die Zugabe von FITC-PKCβ-AS-ODN ohne Elektroporation zu einem der Ansätze 
diente als Maß für unspezifisch aufgenommene Oligodesoxynukleotide. Die Elektropora-
tion mit 44 nmol (= 400 µg) FITC-Dextran stellte die Positivkontrolle dar, weil das Mo-
lekül eine zu 20-Basen-Oligomeren vergleichbare Größe hat. 
 
Nach Posttransfektionszeiten von 24 und 48 Stunden wurden 4 x 105 Zellen aus jedem 
Ansatz in Reaktionsgefäße überführt und zweimal in PBS (2,7 mM KCl, 137 mM NaCl, 
8,1 mM Na2HPO4, 1,5 mM KH2PO4, pH 7,4) + 0,1 % BSA durch Zentrifugation über 
5 Minuten bei 300 x g und Raumtemperatur gewaschen. Nach Aufnahme der Zellen in 
250 µl PBS + 0,1 % BSA erfolgte die Messung der Fluoreszenzintensität im FACS.  
 
Nach 48 Stunden Posttransfektionszeit wurden die restlichen Zellen wie in Kapitel 
2.2.4.2 beschrieben lysiert, und die Proteine PKCα sowie PKCβ über Immunmarkierung 
nachgewiesen (Kapitel 2.2.6, 2.2.7, 2.2.8 und 2.2.9). 
 
 
2.2.2.4 Fluoreszenzmikroskopie der transfizierten Jurkat T-Zellen 
 
Jurkat T-Zellen wurden wie in Kapitel 2.2.2.3 beschrieben transfiziert und zweimal in 
10 ml PBS gewaschen. 4 x 106 Zellen wurden in 4 ml PBS resuspendiert und 100 bis 
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1000 µl dieser Suspension wurden in eine 24-well-Platte pipettiert. Zur Fixierung der 
Zellen wurde die 24-well-Platte 5 Minuten bei 300 x g zentrifugiert und das PBS 
vorsichtig abgesaugt. Anschließend wurden die Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop 
analysiert. Die Anregung der FITC-markierten AS-ODN erfolgte durch eine 
Quecksilberlampe und Verwendung eines Filters zwischen 380 und 490 nm. Licht mit 




2.2.3 Aktivierung von Jurkat T-Zellen und stabilen Transfektanten 
 
Jurkat T-Zellen und stabile Transfektanten wurden über den TZR/CD3-Komplex und 
den CD28-Rezeptor (kurz: TZR/CD28) aktiviert.  
 
Die monoklonalen Antikörper OKT3-IgG2a und CD28-IgM wurden aus Zellüberständen 
der Kultivierung der jeweiligen Hybridome gewonnen. OKT3 wurde mit Protein A-
Sepharose über Affinitätschromatographie konzentriert und aufgereinigt.125 Die finale 
Konzentration bei der Aktivierung betrug 2,5 µg/ml. αCD28 wurde wie beschrieben ein-
gesetzt.151 Die dadurch bedingte finale Konzentration von 2 % FKS wurde in den Kon-
trollen entsprechend angeglichen. 
Der an die ε-Kette des TZR/CD3-Komplexes bindende OKT3 und CD28-IgM querver-
netzen und aktivieren so Jurkat T-Zellen und ihre stabilen Transfektanten.152 
 
Parallel erfolgte in einigen Fällen die Aktivierung mit TPA/Ionomyzin (10 bzw. 
500 ng/ml) oder mit TPA (2,5 ng/ml)/OKT3/αCD28.  
 
Vor der Aktivierung wurden die Zellen in einer Dichte von 106 Zellen pro ml in FKS-
reduziertes oder -freies Medium umgesetzt. Erfolgte die Inkubation über Nacht, wurde 
dem Medium FKS in einer Konzentration von 0,1 % zugesetzt. Elektroporierten Zellen 
wurde das FKS nach Ablauf der Posttransfektionszeit und vor der Aktivierung gänzlich 
entzogen, allerdings nur für eine Dauer von 1 bis 2 Stunden. 
Die Dauer der Aktivierung stand in Abhängigkeit von der Zielsetzung des Versuches. Ihr 
Abbruch erfolgte durch Überführung der Zellen auf Eis. 
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2.2.4 Herstellung subzellulärer Fraktionen 
2.2.4.1 Gewinnung zytosolischer Proteine 
 
Jurkat T-Zellen wurden zur Aufarbeitung zweimal in 50 ml 4 °C kaltem PBS durch Zen-
trifugation über 5 Minuten bei 300 x g gewaschen. 107 Zellen wurden in 100 µl eines 
hypotonen Puffers (20 mM HEPES, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 2 mM MgCl2, 1 mM 
DTT, 50 µg/ml Leupeptin, 1 mM Na3VO4, 400 nM Okadainsäure, pH 7,4) gut resuspen-
diert. Nach Inkubation über 2 Minuten folgte eine Ultraschallbehandlung mit 3 Impulsen 
von je 50 Watt.  
Nach Zentrifugation über 10 Minuten bei 2.400 x g und 4 °C befanden sich die Kerne im 
Sediment. Der kernfreie Überstand wurde durch Ultrazentrifugation über 30 Minuten bei 
100.000 x g und 4 °C in zytosolische Proteine und Membranpartikel getrennt. 




2.2.4.2 Herstellung kernfreier Lysate 
 
Jurkat T-Zellen und stabil transfizierte Zellen wurden wie oben in 4 °C kaltem PBS ge-
waschen. Pro 107 Zellen wurden 100 µl Lysepuffer (10 mM TRIS/HCl, 30 mM Natri-
umpyrophosphat, 50 mM NaCl, 5 mM NaF, 20 mM β-Glyzerophosphat, 1 mM Na3VO4, 
400 nM Okadainsäure, 500 µM PMSF, 10 µg/ml Leupeptin, 500 ng/ml Pepstatin, 
10 mM para-Nitrophenylphosphat, 1 mM DTT, 1 % Triton X-100, pH 7,4) zugegeben, 
resuspendiert und 30 Minuten bei 4 °C inkubiert. Der Überstand nach 10 Minuten Zentri-
fugation bei 6.600 x g und 4 °C enthielt die kernfreien Lysate. 
Bei dieser Aufarbeitung wurden in der Regel zwei- bis dreifach höhere Proteinkonzentra-
tionen als in den zytosolischen Fraktionen erhalten. Die kernfreien Lysate wurden eben-
falls bei – 80 °C gelagert. 
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2.2.5 Immunpräzipitation 
 
Jurkat T-Zellen wurden für die in den Experimenten angegebenen Zeiten mit der Kombi-
nation OKT3/αCD28/TPA oder TPA/Ionomyzin stimuliert. Es folgte zweimaliges Wa-
schen (300 x g, 5 Minuten) in 50 ml 4 °C kaltem PBS. 107 Zellen wurden in 100 µl Im-
munpräzipitationspuffer (50 mM TRIS/HCl, 50 mM NaCl, 1 mM EGTA, 2 mM MgCl2, 
50 µg/ml Leupeptin, 20 mM NaF, 400 nM Okadainsäure, pH 7,4) gut resuspendiert. 
Nach Inkubation über 2 Minuten folgte eine Ultraschallbehandlung mit zweimal 
5 Impulsen von je 50 Watt.  
 
Durch Zentrifugation über 10 Minuten bei 2.400 x g und 4 °C wurden kernfreie Über-
stände gewonnen. Diese wurden einer Ultrazentrifugation über 30 Minuten bei 
100.000 x g und 4 °C unterworfen. Die neuerlich erhaltenen Überstände enthielten zyto-
solisches Protein. Die Membranpartikel im Sediment wurden in 200 µl Immunpräzipitati-
onspuffer resuspendiert. 
 
Membranprotein aus jeder Probe wurde mit Immunpräzipitationspuffer auf eine Konzen-
tration von 2 mg/ml eingestellt. 50 µl Protein G-Sepharose wurden zupipettiert und 
1 Stunde bei 4 °C schüttelnd inkubiert. Nach Zentrifugation über 1 Minute bei 11.200 x 
g wurde der Überstand in neue Reaktionsgefäße überführt, mit 1 µg Antikörper pro mg 
Protein versetzt und über Nacht bei 4 °C schüttelnd inkubiert. Anschließend wurden er-
neut 50 µl Protein G-Sepharose dazugegeben und das Ganze für weitere 4 Stunden bei 
4 °C schüttelnd inkubiert. Die Protein G-Sepharose wurde fünfmal mit Immunpräzipita-
tionspuffer + 1 % (v/v) Triton X-100 gewaschen (11.200 x g, 1 Minute, Raumtempera-
tur). Nach einem letzten Waschschritt in Immunpräzipitationspuffer ohne Triton X-100 
und Entfernen aller Pufferreste wurde sie in 40 µl Laemmli-Puffer aufgenommen. Sepha-
rose und Protein wurden durch Erhitzen auf 95 °C über 5 Minuten und anschließende 
Zentrifugation (11.200 x g, 1 Minute, Raumtemperatur) getrennt. Das im Überstand er-
haltene Protein wurde in einem 10 %-SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die Proteine 
wurden mit Hilfe der Semidry-Methode auf eine Nitrozellulose-Membran transferiert. 
Koimmunpräzipitiertes Protein wurde in der anschließenden Immunmarkierung mit ei-
nem polyklonalen Antikörper nachgewiesen. 
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2.2.6 Bestimmung der Proteinkonzentration 
 
Die Proteinbestimmung erfolgte kolorimetrisch mit BCA (4,4’-Dicarboxy-2,2’-
bichinolin)-Reagenz in einem Cu2+-haltigen alkalischen System (pH 11,25). Von Peptid-
bindungen des Proteins sowie den Aminosäuren Cystein, Tryptophan und Tyrosin wird 
Cu2+ zu Cu+ reduziert, welches daraufhin mit zwei BCA-Molekülen komplexiert. Es re-
sultiert ein Farbumschlag von grün zu violett. Die Farbentwicklung ist stabil und nahezu 
zeitunabhängig. Für BSA besteht über den Bereich von 0,5 bis 2000 µg/ml ein linearer 
Zusammenhang zwischen Proteinkonzentration und Extinktion bei 562 nm. 
Die Methode mit BCA ist unempfindlich gegenüber den meisten bei einer Probenaufar-
beitung verwendeten Pufferbestandteilen. So bleiben Detergenzien auch in Konzentratio-
nen von 1 % ohne Einfluß. Chelate wie EDTA und EGTA dagegen komplexieren Cu2+-
Ionen und minimieren dadurch den Farbumschlag zu violett. Das reduzierende Agenz 
DTT stört ebenfalls. Standards und Proben enthielten daher alle Pufferkomponenten in 
der gleichen finalen Konzentration, um die genannten Effekte zu egalisieren.  
Durch die Bestimmung der Proteinkonzentration sollte lediglich gewährleistet werden, 
daß für die Versuche aus allen Proben gleiche Proteinmengen eingesetzt wurden. Die 
absoluten Proteinkonzentrationen waren nicht von Interesse, so daß bei der Bestimmung 
darauf verzichtet werden konnte, störende Substanzen wie Peptide oder Aminosäuren zu 
entfernen. 
 
Alle Proben wurden vor der Konzentrationsbestimmung 1:10 in ddH2O verdünnt. Die 
BSA-Standards wurden in 1:10-verdünntem Probenpuffer der jeweiligen Aufarbeitungs-
art angesetzt. Ihre finalen Konzentrationen betrugen 50, 100, 200, 400, 600, 800 und 
1000 µg/ml. Als Leerwert diente 1:10-verdünnter Probenpuffer. 
Dreifachwerte mit 10 µl Probenverdünnung oder Standard wurden in einer 96-well-
Mikrotiterplatte vorgelegt. 200 µl einer BCA-Gebrauchslösung aus 50 Teilen BCA-
Lösung und 1 Teil CuSO4·5 H2O-Lösung (4 %) wurden zu allen Proben pipettiert. Die 
Mikrotiterplatte wurde abgedeckt für 30 Minuten bei 37 °C inkubiert, auf Raumtempera-
tur abgekühlt und die Extinktion bei 550 nm im ELISA-Reader gemessen. Die Standard-
kurve aus der Auftragung Extinktion versus Proteinkonzentration diente der automati-
sierten Berechnung der Probenkonzentrationen.  
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2.2.7 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese 
 
Die aus subzellulären Fraktionen gewonnenen Proteine wurden in einem SDS-
Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt. Sie konnten nach dem Transfer auf Ni-
trozellulose- oder PVDF-Membranen über eine Immunmarkierung nachgewiesen wer-
den. 
 
Polyacrylamidgele entstehen durch die Vinyl-Polymerisation von Acrylamidmonomeren 
in lange Ketten und ihre Quervernetzung durch Bisacrylamidmonomere. Das Verhältnis 
zwischen beiden Substanzen und ihr relativer Anteil am Gesamtvolumen bestimmen phy-
sikalische Eigenschaften des Gels wie die Porengröße und die Dichte. Der Zusatz von 
SDS schafft eine Beziehung zwischen dem apparenten Molekulargewicht der Proteine 
und ihrer Laufstrecke im Gel: Das negativ geladene SDS-Molekül bindet in Abhängigkeit 
von der Zahl der Peptidbindungen, aber nahezu unabhängig von der Sequenz, an die Pro-
teine und bestimmt so deren Laufverhalten im Spannungsfeld des Gels. Da nicht nur die 
Größe des Proteins allein, sondern auch seine Konformation eine Rolle spielt, wird vom 
apparenten Molekulargewicht gesprochen. Vergleichssubstanzen mit definiertem appa-
renten Molekulargewicht dienten der Größenbestimmung und damit Identifizierung der 
untersuchten Proteine. Die Polymerisation wurde durch den Radikalstarter Ammonium-
persulfat initiiert; TEMED diente als Stabilisator der intermediären Radikale. 
 
Acrylamid und Bisacrylamid wurden stets im Verhältnis 37,5:1 eingesetzt. Ihr relativer 
Anteil am Gesamtvolumen war jeweils umgekehrt proportional zur Größe der untersuch-
ten Proteine und betrug bezüglich des Acrylamids 8, 10 oder 12,5 %. Durch diese variie-
renden Gelkonzentrationen sollte immer eine optimale Bandenschärfe im untersuchten 
Molekulargewichtsbereich erreicht werden. Die Gele enthielten zusätzlich Glyzerin, je-
weils in der gleichen Konzentration wie Acrylamid. Das Trenngel (Acrylamid, Bisacry-
lamid, Glyzerin, 0,1 % SDS, 0,15 % TEMED, 0,12 % Ammoniumpersulfat, 375 mM 
TRIS/HCl pH 8,8) wurde zur Fokussierung des Probenvolumens und damit der Protein-
banden von einem Sammelgel (5 % Acrylamid, 0,13 % Bisacrylamid, 5 % Glyzerin, 
0,1 % SDS, 0,15 % TEMED, 0,12 % Ammoniumpersulfat, 62,5 mM TRIS/HCl pH 6,8) 
überschichtet. Es wurde ein vertikales Gelelektrophorese-System verwendet. 
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Den Proben eines Versuchsansatzes wurden jeweils definierte Proteinmengen entnom-
men und mit ddH2O auf das gleiche Volumen von mindestens 21 µl aufgefüllt. Es folgte 
die Zugabe von 1/4 Volumen vierfach konzentriertem Laemmli-Puffer bezogen auf das 
Endvolumen (final einfache Konzentration).  
Der Laemmli-Puffer enthielt β-Mercaptoethanol und DTT zur Reduktion von Disulfid-
brücken zwischen Proteinuntereinheiten. Das ebenfalls enthaltene anionische Detergenz 
SDS bindet an die denaturierten Polypeptide und liefert die negative Ladung.  
Die Proteine wurden für 5 Minuten bei 95 °C erhitzt, 1 Minute bei 11.200 x g zentrifu-
giert und in die Taschen des SDS-Gels geladen. Der Gellauf wurde in 
Elektrophoresepuffer (25 mM TRIS, 192 mM Glyzin, 0,1 % SDS) bei konstanter 
Stromstärke von 30 Milliampère im Sammelgel und 40 Milliampère im Trenngel oder 




2.2.8 Proteintransfer auf Nitrozellulose- und PVDF-Membranen 
 
Die im SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennten Proteine wurden durch Anlegen eines elek-
trischen Feldes vom Gel auf eine Membran transferiert. Kleine Moleküle wandern dabei 
schneller als große, so daß die Transferbedingungen auf das gewünschte Protein abge-
stimmt werden mußten. 
Bei der sogenannten Semidry-Methode liegen Gel und Membran zwischen puffergetränk-
ten Filterpapieren. Der Aufbau selbst ist nicht von Puffer umgeben, daher der Name Se-
midry („halbtrocken“). Die Spannung wird durch zwei außen angelegte Elektrodenplat-
ten erzeugt. Die negative Ladung des noch immer gebundenen SDS sorgt für die Wande-
rung der Proteine in Richtung anodisch gelegener Membran. Anschließend können die 
auf den Membranen immobilisierten Proteine in einer Immunmarkierung nachgewiesen 
werden. 
 
Der Proteintransfer erfolgte gewöhnlich auf Nitrozellulose-Membranen in einem kontinu-
ierlichen Puffersystem (25 mM TRIS, 192 mM Glyzin, 10 % Methanol). Die Apparatur 
umfaßte eine aus rostfreiem Stahl gefertigte Kathode und eine aus platinumhülltem Titan 
bestehende Anode. Die Proteine wurden bei konstanter Stromstärke transferiert. Bei 
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Nitrozellulose-Membranen wurden 2 Milliampère pro cm² Fläche über einen Zeitraum 
von 60 Minuten angelegt, bei PVDF-Membranen waren es 1,5 Milliampère pro cm² über 
90 Minuten. Durch die gewählte Ionenstärke des Puffers blieb die Spannung während des 
Transfers niedrig. Dadurch wurde eine Überhitzung des Systems vermieden, und es war 
keine externe Kühlung der Apparatur notwendig. PVDF-Membranen zeigten eine größe-
re Bindungskapazität und wurden verwendet, wenn eine verstärkte Sensitivität – d. h. ein 
höheres Signal-Hintergrund-Verhältnis - obligat war. Aufgrund ihrer Hydrophobizität 




2.2.9 Immunmarkierung von immobilisierten Proteinen 
 
Proteine wurden durch den Transfer auf Nitrozellulose- und PVDF-Membranen immobi-
lisiert und anschließend über spezifische Antikörper nachgewiesen.  
Bei diesem Verfahren wurde nach Absättigung unspezifischer Bindungen ein primärer 
Antikörper eingesetzt, der gegen das gewünschte Protein gerichtet war. An diesen pri-
mären Antikörper band im nächsten Schritt ein sekundärer, peroxidasegekoppelter Anti-
körper. Schließlich wurde in einer Nachweisreaktion ein Substrat zugegeben, das von der 
Peroxidase umgesetzt wurde und das bei diesem Prozeß Licht definierter Wellenlänge 
(425 nm) emittierte. Auf Röntgenfilmen wurden die ausgesendeten Lichtsignale sichtbar 
gemacht. 
 
Nitrozellulose- und PVDF-Membranen wurden nach dem Semidry-Transfer 1 Stunde bei 
Raumtemperatur mit Blockpuffer (20 mM TRIS, 137 mM NaCl, 0,1 % Tween-20, 
pH 7,6, 5 % Trockenmilch) inkubiert. Dieser und alle folgenden Schritte wurden unter 
Schütteln durchgeführt. Der Puffer wurde entfernt und es wurde 6 x 5 Minuten bei 
Raumtemperatur mit TBS-T (20 mM TRIS, 137 mM NaCl, 0,1 % Tween-20, pH 7,6) 
gewaschen. Die Inkubation des primären Antikörpers erfolgte über Nacht bei 4 °C. Nach 
erneutem Waschen unter obigen Bedingungen wurde der sekundäre Antikörper für 
1 Stunde bei Raumtemperatur zugegeben. Die letzten Waschschritte wurden mit TBS 
durchgeführt (20 mM TRIS, 137 mM NaCl, pH 7,6). 
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Für primäre und sekundäre Antikörper wurden Konzentration und Art des Verdün-
nungspuffers individuell ausgetestet. Die Herstellerangaben dienten dabei als Richtwerte. 
Die Lösungen der primären Antikörper wurden mit 5 mM Natriumazid versetzt und 
mehrmals verwendet, die der sekundären Antikörper wurden nach einmaliger Verwen-
dung verworfen. Der Substratumsatz wurde über eine Chemilumineszenzreaktion nach-
gewiesen. Die Durchführung entsprach den jeweiligen Angaben der Hersteller. 
 
Membranen wurden oftmals zum Nachweis mehrerer verschiedener Proteine verwendet. 
Die vorhergehenden Antikörperbindungen wurden durch Schütteln der Membran über 
15 Minuten bei Raumtemperatur in azidem Puffer (25 mM Glyzin, 1 % SDS, pH 2) ge-
löst. Bei hochaffinen Protein-Antikörper-Bindungen wurde die Inkubationszeit auf bis zu 
60 Minuten verlängert und/oder die Temperatur auf 60 °C erhöht. Nach zweimaligem 
Waschen über 10 Minuten bei Raumtemperatur in TBS-T, wurde wieder mit dem Blok-
ken unspezifischer Bindungen begonnen.  
 
Die Membranen wurden optional mit Ponceau-S-Lösung (0,1 % Ponceau-S, 5 % 
CH3COOH) gefärbt, um die Gleichmäßigkeit der Proteinladung zu überprüfen. Die Ent-




2.2.10 Aktivitätsbestimmung der JNK 
 
Die Phosphorylierung des rekombinanten Substrates c-Jun diente als Maß für die Aktivi-
tät der JNK. Um von der Phosphorylierung endogenen c-Jun-Proteins abgrenzen zu kön-
nen, wurde GST (Glutathion S-Transferase)-gekoppeltes rekombinantes c-Jun-Substrat 
verwendet. Es bindet an GSH (Glutathion)-Sepharose und kann über Zentrifugation von 
dem löslichen endogenen c-Jun abgetrennt werden. Der Nachweis erfolgte über Immun-
markierung mit einem Antikörper gegen phosphoryliertes c-Jun. 
 
50 µg zytosolisches Protein aus jeder Probe wurden, wenn möglich, in 25 µl des hypoto-
nen Aufarbeitungspuffers aufgenommen und mit dem gleichen Volumen aus zweifach 
konzentriertem Kinasepuffer (final 50 mM TRIS/HCl, 10 mM MgCl2, pH 7,6), 1,5 µg 
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GST-c-Jun und 5 µM ATP versetzt. Bei Proteinkonzentrationen unter 2 µg/µl in einer 
oder mehreren Proben wurden die 50 µg zytosolisches Protein aller Proben jeweils mit 
hypotonem Puffer auf das gleiche Volumen aufgefüllt. Die Mengen an zweifach konzen-
triertem Kinasepuffer und ATP wurden in diesem Fall entsprechend angepaßt, während 
die Menge an GST-c-Jun unverändert blieb. Die Phosphorylierungsreaktion erstreckte 
sich über 20 Minuten bei 37 °C. Die GSH-Sepharose wurde dreimal in 1 ml Kinasepuffer 
zuzüglich 1 mM DTT durch Zentrifugation über 1 Minute bei 11.200 x g und Raumtem-
peratur gewaschen, um Disulfidbrücken zu trennen. 25 µl dieser GSH-Sepharose wurden 
mit den Proben gemischt und 30 Minuten bei 30 °C und 1200 Umdrehungen pro Minute 
im Thermomixer geschüttelt, um eine Bindung an das GST-c-Jun zu ermöglichen. 
 
Zur Beendigung der Reaktion wurden die Proben 1 Minute bei 11.200 x g und Raum-
temperatur zentrifugiert und die Überstände verworfen. Die GSH-Sepharose wurde 
dreimal unter den gleichen Bedingungen mit 250 µl Kinasepuffer zuzüglich 1 % Tri-
ton X-100 gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurden alle Pufferreste entfernt 
und die GSH-Sepharose zur Abtrennung des c-Jun-Substrates 10 Minuten bei 95 °C in 
50 µl Laemmli-Puffer erhitzt. 45 µl des Überstandes nach Zentrifugation (1 Minute bei 
11.200 x g) wurden in einem 12,5 %-SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die Proteine 
wurden mit Hilfe der Semidry-Methode auf eine PVDF-Membran transferiert. Phospho-
ryliertes c-Jun wurde in der sich anschließenden Immunmarkierung mit einem polyklona-




2.2.11 Luziferaseaktivitätsbestimmung in stabil transfizierten Jurkat 
T-Zellen 
 
Bei den beiden zur Verfügung stehenden stabil transfizierten Jurkat T-Zellen war ein für 
das Enzym Luziferase kodierendes Reportergen entweder mit dem minimalen IL-2-
Promotor oder mit der distalen NFAT-Bindungsstelle des IL-2-Promotors in vierfacher 
Kopie verknüpft. Die gemessene Luziferaseaktivität war ein Maß für die Transkriptions-
aktivität der genannten Promotorsequenzen. 
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Nach Ablauf der Posttransfektionszeit (Kapitel 2.2.2.2) wurden in Doppelbestimmungen 
1,5 x 106 Zellen pro Ansatz in 1,5 ml serumfreiem Medium aufgenommen, in eine 
24-well-Platte überführt und 1 Stunde später mit OKT3/αCD28 oder TPA/Ionomyzin 
aktiviert. Bei den Transfektanten mit minimalem IL-2-Promotor betrug die Posttransfek-
tionszeit ca. 42 Stunden und die Dauer der Aktivierung 6 Stunden, während es bei Zellen 
mit NFAT-Bindungsstelle ca. 34 Stunden Posttransfektionszeit und 14 Stunden Aktivie-
rung waren. 
 
Die Aktivierung wurde durch Zentrifugation der Zellen bei 300 x g und 4 °C über 
5 Minuten und zweimaliges Waschen mit PBS in der 24-well-Platte beendet. Die Zellen 
wurden durch 15-minütige Inkubation in 100 µl Luziferase-Lysepuffer (91,5 mM 
K2HPO4, 8,5 mM KH2PO4, 500 µM PMSF, 2,5 µg/ml Leupeptin, 700 ng/ml Pepstain, 
0,2 % Triton X-100) bei 4 °C aufgeschlossen und unlösliche Bestandteile durch Zentrifu-
gation bei 6.600 x g und 4 °C über 10 Minuten abgetrennt. 15 µl des Überstandes dien-
ten der sofortigen Messung der Luziferaseaktivität in Luziferasepuffer (20 mM Tricin, 
1,07 mM (MgCO3)4 x Mg(OH)2 x 5 H2O, 2,67 mM MgSO4 x 7 H2O, 100 µM EDTA, 
33,3 mM DTT, 530 µM ATP, 270 µM Coenzym A, 460 µM D-Luziferin, pH 7,8). Mit 
Hilfe der Bestimmung der Proteinkonzentration nach Kapitel 2.2.6 wurden die gemesse-




2.2.12 Nachweis von spezifischer mRNA aus Jurkat T-Zellen durch 
PCR-gestützte Techniken 
 
Aus der isolierten Gesamt-RNA wurde durch Verwendung eines Oligo(dT)-Primers ge-
zielt der Anteil an mRNA in komplementäre DNA (cDNA) umgeschrieben, der eine Po-
ly(A)-Sequenz besitzt. Als Enzym diente die RNA-abhängige DNA-Polymerase M-MLV 
RT (Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transkriptase). Die cDNA wurde an-
schließend in einer Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) eingesetzt. Das zwischen zwei 
spezifischen Amplifikationsprimern gelegene DNA-Teilstück wurde durch die DNA-
abhängige DNA-Polymerase aus Thermus aquaticus (Taq) vervielfältigt.153 Die DNA-
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Elektrophorese in einem Agarosegel wurde genutzt, um die Größe der je nach Primer-
paar erhaltenen PCR-Produkte zu verifizieren, die Integrität und Qualität der DNA-
Proben zu prüfen und schließlich die PCR-Produkte densitometrisch zu quantifizieren. 
 
Wegen des stöchiometrischen Verhältnisses zwischen mRNA und synthetisierter cDNA 
sind ausgehend von der Menge der späteren PCR-Produkte Rückschlüsse auf die relative 





5 x 106 Zellen wurden 5 Minuten bei 300 x g zentrifugiert und sämtlicher Überstand ent-
fernt. Die RNA wurde durch Immobilisierung an einer speziellen Silikamembran (RNeasy 
RNA-Isolierungskit, QIAGEN) gemäß den Herstellerangaben isoliert. Mit diesem Ver-
fahren können bis zu 100 µg RNA einer Länge von mehr als 200 Basen isoliert werden. 
Es kommt nicht zu einer quantitativen Bindung von 5,8 S rRNA, 5 S rRNA, tRNA sowie 
niedermolekularer mRNA. Die Homogenisierung des Lysats erfolgte unter Zuhilfenahme 
einer Säule mit biopolymerem Shreddingsystem (QIAshredder™, QIAGEN) laut 
Herstellerangaben.  
 
Die Gesamt-RNA wurde photometrisch quantifiziert. Bei neutralem pH-Wert und Ab-
sorptionswerten von über 0,15 existiert eine lineare Beziehung zwischen Absorption bei 
260 nm (A260nm) und RNA-Konzentration. Bei A260nm = 1 liegt eine RNA-Konzentration 
von 40 µg/ml vor. Vor diesem Hintergrund wurden alle Proben 1:100 in ddH2O (pH 7) 
verdünnt und die RNA-Konzentrationen berechnet. 
 
 
2.2.12.2 cDNA-Synthese (RT-PCR) 
 
Die Synthese der cDNA wurde von der DNA-Polymerase M-MLV RT katalysiert. Das 
Enzym verwendet einzelsträngige RNA oder DNA als Vorlage und synthetisiert in der 
Gegenwart eines Primers den komplementären DNA-Strang. Das rekombinante Enzym 
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stammt aus transfizierten Escherichia coli, die Plasmid tragen, das für einen Teil des M-
MLV-pol-Gens kodiert.154 Es ist geeignet, Erststrang-cDNA bis zu einer Größe von 
7 Kilobasen zu synthetisieren. 
 
Um dem Abbau von RNA vorzubeugen, wurde die Reaktion in Gegenwart eines rekom-
binanten RNase (Ribonuklease)-Inhibitors durchgeführt. Der verwendete Inhibitor, ein 
azides Protein mit einem Molekulargewicht von 52 kDa, formt 1:1-Komplexe hoher Bin-
dungsaffinität zu RNasen des Pankreastyps. Er richtet sich gegen RNase A, B und C, 
beeinflußt dagegen nicht RNase 1, T1, T2, S1-Nuklease und RNase H. Eine Unit (U) 
RNase-Inhibitor ist definiert als die Menge, die die Aktivität von 5 ng RNase A um 50 % 
reduziert.  
 
Die cDNA wurde in einem Puffersystem mit 50 mM TRIS/HCl, 75 mM KCl, 3 mM 
MgCl2 und 10 mM DTT pH 8,3 synthetisiert. Der 20 µl-Reaktionsansatz umfaßte 3 µg 
Gesamt-RNA, 500 ng Oligo(dT)12-18 als Primer, 40 U RNase-Inhibitor, je 10 nmol der 
Desoxynukleotide dATP, dCTP, dGTP, dTTP und 200 U M-MLV RT.  
Gesamt-RNA, Primer und Desoxynukleotide wurden für 5 Minuten bei 65 °C erhitzt und 
die Mischung direkt anschließend auf Eis gekühlt. Nach Zugabe von fünffach konzen-
triertem Puffer und RNase-Inhibitor wurde zunächst 2 Minuten, nach Zugabe von 
M-MLV RT weitere 50 Minuten bei 37 °C inkubiert. Erhitzen auf 95 °C für 15 Minuten 
beendete die Reaktion. Nach dem Abkühlen der Proben auf Raumtemperatur wurden 
2 µl der cDNA für die anschließende PCR eingesetzt. Verbleibende Gesamt-RNA und 
cDNA wurden bei – 80 °C gelagert. 
 
 
2.2.12.3 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) 
 
Durch den zyklischen Ablauf definierter Temperaturprofile wird die cDNA in der PCR 
amplifiziert. Jeder Zyklus umfaßt die drei Schritte Denaturierung, Primeranlagerung 
(„Annealing“) und Primerverlängerung („Elongation“). Bei dem verwendeten PCR-
Gerät wurde die jeweilige Probentemperatur durch Automatisierung der mechanischen 
Handhabung zwischen verschieden temperierten Blöcken erreicht. Darüber hinaus be-
stand bei diesem Gerät die Möglichkeit, durch Wahl eines Gradienten mehrere verschie-
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dene Anlagerungstemperaturen gleichzeitig in einer PCR-Reaktion einzustellen. Die inte-
grierte Deckelheizung machte ein Überschichten der Proben mit Mineralöl überflüssig. 
 
Die Denaturierung bei 94 °C führte zur Auftrennung sämtlicher doppelsträngiger Nu-
kleotidbereiche.  
Durch Senkung der Temperatur auf ein Optimum für die Primeranlagerung bildeten sich 
Hybride zwischen DNA und Oligonukleotiden aus. Als Primer wurden spezifische Se-
quenzen aus der zu untersuchenden mRNA ausgewählt. Sie umschlossen nicht die ge-
samte cDNA-Sequenz, sondern nur ein Teilstück von 300 - 600 Basen. Nur dieses Teil-
stück wurde bei der PCR exponentiell amplifiziert. In Tabelle 1 sind neben der Primerse-
quenz auch die Temperaturen für die Primeranlagerung und die Größe der resultierenden 
PCR-Fragmente angegeben. Die vom Hersteller angegebenen Schmelztemperaturen der 




















s: CGA CTG TCT GTA GAA ATC TGG 











s: CTG TGG AAC TGA CCC CCA CTG 











s: CCA CCC ATG GCA AAT TCC ATG GCA 











s: ATG TAC AGG ATG CAA CTC CTG TCT T 











s: ATG AAA TAT ACA AGT TAT ATC TTG GCT TT 









Tabelle 1: Primer und Fragmente bei der PCR 
(s = sense: kodierender Strang; as = antisense: nichtkodierender, zur mRNA komplementärer Strang) 
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Nach der Primeranlagerung wurde die Temperatur auf 72 °C erhöht – das Optimum für 
die Taq-Polymerase, die mit der Verlängerung (Elongation) der Primer begann. Die ver-
wendete Taq-Polymerase ist eine rekombinante thermostabile DNA-abhängige DNA-
Polymerase. Sie besitzt neben der 5’→ 3’-Polymerase-Aktivität eine 5’→ 3’-, aber keine 
3’→ 5’-Exonuklease-Aktivtät. An das 3‘OH-Ende der Primer wurden die zugesetzten 
Mononukleotide entsprechend der komplementären DNA-Sequenz angefügt. Die Taq-
Polymerase überdauert aufgrund ihrer Hitzestabilität die Denaturierung bei 94 °C in je-
dem Zyklus, so daß nur eine einmalige Zugabe zu Beginn der PCR erforderlich war. Bei 
95 °C beträgt die Halbwertzeit der Enzymaktivität 40 Minuten. Die maximale Synthese-
geschwindigkeit beläuft sich bei 72 °C auf 4000 Nukleotide pro Minute. 
Am Ende des Elongationsschrittes liegen alle DNA-Moleküle als Doppelstränge vor. Sie 
werden beim Denaturierungsschritt des nächsten Zyklus wieder getrennt, usw.  
 
Der verwendete Puffer enthielt 10 mM TRIS/HCl, 50 mM KCl, 2 mM MgCl2 und 0,8 % 
Nonidet P40 bei einem pH-Wert von 8,8. Die optimale MgCl2-Konzentration von 2 mM 
wurde empirisch bestimmt. Der 50 µl-Reaktionsansatz umfaßte 2 µl der unter 2.2.12.2 
hergestellten cDNA, je 10 pmol der beiden Amplifiktionsprimer sense und antisense, je 
10 nmol der Desoxynukleotide dATP, dCTP, dGTP, dTTP und 1 U Taq-Polymerase. 
Die PCR begann mit einem Denaturierungsschritt über 5 Minuten bei 94 °C. Jeder der 
darauffolgenden 30 Zyklen bestand aus 30 Sekunden Denaturierung bei 94 °C, 1 Minute 
Anlagerung (Temperaturen siehe Tabelle 1) und 1 Minute Elongation bei 72 °C. Optional 
wurde die Elongation weitere 10 Minuten bei 72 °C fortgeführt, um sämtliche PCR-
Produkte durch die Taq-Polymerase zu vervollständigen. 
 
 
2.2.12.4 Elektrophorese im Agarosegel 
 
Die DNA-Elektrophorese wurde genutzt, um die Größe der erhaltenen PCR-Produkte zu 
verifizieren. Gleichzeitig kann durch die Darstellung im Elektrophoresegel die Integrität 
und Qualität der DNA-Proben überprüft werden. Zu diesem Zweck wurden die PCR-
Fragmente auf ein Agarosegel aufgetragen. Der dem Gel zugesetzte Fluoreszenzfarbstoff 
Ethidiumbromid, der in die DNA interkaliert, diente ihrer Sichtbarmachung. Er wird 
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durch UV-Bestrahlung bei 312 nm angeregt und bei einem Absorptionsmaximum von 
516 bis 518 nm nachgewiesen.156 
 
Die Proben des PCR-Laufes wurden mit entsprechenden Volumina eines sechsfach kon-
zentrierten DNA-Auftragspuffers (50 % (v/v) Glyzerin, 0,5 % (w/v) Bromphenolblau) 
versetzt und in einem horizontalen Agarosegel (1,7 % (w/v) Standard-Agarose und 
0,5 µg/ml Ethidiumbromid in 40 mM TRIS/CH3COOH, 1 mM EDTA, pH 8) aufgetrennt. 
Kommerziell erhältliche Größenmarker dienten der Identifizierung der PCR-Fragmente. 
 
Der Geldokumentation diente das GelDoc1000-System von Bio-Rad mit Transillumina-
tor, Kamera und Auswertesoftware. Wie in Kapitel 2.2.12.3 erwähnt, wird in der PCR 
nicht die gesamte cDNA amplifiziert, sondern nur das zwischen den beiden Amplifikati-
onsprimern gelegene Teilstück. Der Abstand der beiden Primer voneinander und ihre 
Länge summiert sich zur Größe des PCR-Fragments. Diese ist in Tabelle 1 für die ge-
wählten Primer angegeben. 
 
 
2.2.12.5 Semiquantitative PCR 
 
Jeder synthetisierte DNA-Strang dient im nächsten Zyklus selbst als Matrize. Die Zahl 
der PCR-Fragmente steigt somit streng exponentiell an. Theoretisch kann aufgrund die-
ser Korrelation in einer quantitativen Analyse von der Zahl der final vorhandenen PCR-
Fragmente auf die ursprüngliche Menge an cDNA und damit an mRNA geschlossen 
werden. Es ist jedoch zu beachten, daß das exponentielle Wachstum gegen Ende der 
PCR in einen Sättigungsbereich gelangt, somit kein strenger Zusammenhang mehr zwi-
schen der Zahl der PCR-Fragmente und der mRNA-Moleküle besteht. Dafür gibt es 
mehrere Gründe: 
Nur bei einer – in der Praxis nicht vorhandenen – hundertprozentigen Ausbeute in jedem 
Zyklus wird die Zahl der PCR-Fragmente wirklich verdoppelt. Nach ca. 30 Zyklen 
kommt es daneben zu einer Hybridisierung der PCR-Fragmente untereinander. Diese 
Reaktion tritt somit in Konkurrenz zu der gewünschten Anlagerung der Primer an die 
PCR-Fragmente. Der molare Überschuß an PCR-Fragmenten bewirkt darüber hinaus, 
daß die Enzymmenge zum begrenzenden Faktor wird. Gleichzeitig sinkt die Enzymakti-
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vität in jedem Zyklus, und nach 40 Minuten bei 95 °C sind - wie oben erwähnt - nur noch 
50 % der Aktivität vorhanden. Folglich ist meist nur eine semiquantitative Auswertung 
von PCR-Ergebnissen möglich und die Zahl der Zyklen sollte nach Meinung vieler Auto-
ren 30 nicht übersteigen. Bei einer geringen Ausgangszahl von cDNA-Molekülen ist die 
Amplifizierung in der PCR allerdings über diese Zyklenzahl hinaus noch exponentiell.157 
 
Zu Beginn der Arbeiten wurde getestet, bei welchen Zyklenzahlen eine quantitative Ana-





2.2.13 Bestimmung der Interleukin-2-Sekretion im ELISA 
 
Der ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) ist eine Methode zur spezifischen und 
sensitiven Bestimmung von Antigenkonzentrationen, die sich auf die Verwendung en-
zymkonjugierter Antikörper stützt.  
Die spezifische Detektion und Quantifizierung von löslichen Zytokinen erfolgt häufig 
über den sogenannten „Sandwich“-ELISA. Das Prinzip stellt sich wie folgt dar: Zunächst 
werden gegen das Zytokin gerichtete Antikörper (capture antibody) nichtkovalent auf 
eine Mikrowellplatte adsorbiert. Diese immobilisierten Antikörper binden die löslichen 
Zytokinmoleküle (IL-2) der zugegebenen Probe. Ein biotinylierter Antikörper (detection 
antibody) erkennt das derart gebundene Zytokin über ein anderes Epitop und wird über 
seinen Biotinrest mit einem Streptavidin-Peroxidase-gekoppelten Antikörper verbunden. 
Die Peroxidase setzt in einer Farbreaktion ein H2O2-haltiges Substrat um. Nach Beendi-
gung der Reaktion wird die Extinktion bei 450 nm gemessen und die Zytokinkonzentra-
tion anhand der mitgeführten Standards berechnet. 
 
106 Jurkat T-Zellen wurden in Doppelbestimmung nach Ablauf der Posttransfektionszeit 
in 1 ml Medium + 2 % FKS aufgenommen. Nach dem Überführen der Ansätze in eine 
24-well-Platte schloß sich eine Zellaktivierung über 16 Stunden mit OKT3/CD28 oder 
TPA/Ionomyzin in den üblichen Konzentrationen an. Die Zellüberstände wurden danach 
durch Zentrifugation bei 300 x g über 5 Minuten gewonnen und ihre IL-2-Konzentration 
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im ELISA bestimmt. Der ELISA wurde in einer 96-well-Platte nach Herstellervorschrift 
durchgeführt. Der Standard wurde wie die Proben in Medium + 2 % FKS angesetzt. 
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3 ERGEBNISSE 
 
3.1 Transfektion eukaryotischer Zellen mit Antisense-
Oligodesoxynukleotiden (AS-ODN) als Instrument spezifi-
scher Inhibitionsstudien 
 
3.1.1 Durch Elektroporation nehmen Jurkat T-Zellen AS-ODN mit 
hoher Effizienz auf 
 
Jurkat T-Zellen sind Suspensionszellen und wurden mittels Elektroporation transfiziert. 
Die Elektroporationsbedingungen wurden zunächst unter Verwendung von FITC-
Dextran getestet, da dieses Molekül eine vergleichbare Größe zu 20 Basen-
Oligodesoxynukleotiden hat. Die erfolgreich transfizierten Zellen konnten anhand ihrer 
Fluoreszenz identifiziert werden. Unter den in Kapitel 2.2.2.1 gewählten Bedingungen 
lag die Transfektionseffizienz mit FITC-Dextran bei bis zu 90 % (vgl. Abbildung 3) und 
der Anteil toter Zellen im FACS bei 5 bis 10 %. 
Die Ergebnisse sollten durch Verwendung von Antisense-Oligodesoxynukleotiden (AS-
ODN) verifiziert werden, die am 5’-Ende ein FITC tragen. Diese Oligodesoxynukleotide 
entsprachen in Sequenz und Länge den nichtmarkierten AS-ODN gegen die PKCα- bzw. 
PKCβ-mRNA (Kapitel 2.2.2.1). FITC-bedingte Veränderungen der Moleküle bezüglich 
Größe und Ladung wurden vernachlässigt. Die Analyse der Zellen erfolgte im FACS, 
und zwar direkt nach der Elektroporation sowie 24 und 48 Stunden später. Als Ergebnis 
sind in Abbildung 3 die relativen Zellzahlen gegen den Logarithmus der Fluoreszenzin-
tensität aufgetragen. 
 
Abbildung 3 zeigt anhand der Messungen bei t = 0, daß FITC-markierte PKCα- und 
PKCβ-AS-ODN mittels Elektroporation in Jurkat T-Zellen eingebracht werden konnten. 
Aus dem Grad der Kurvenverschiebung zu höheren Fluoreszenzintensitäten wird ersicht-
lich, daß der relative Anteil fluoreszenzpositiver Zellen bei beiden AS-ODN gleich hoch 
war. 
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Abbildung 3: Durch Elektroporation können FITC-markierte AS-ODN gegen PKCα- 
und PKCβ-mRNA in Jurkat T-Zellen eingebracht werden. 
 
Jurkat T-Zellen wurden 5 Millisekunden bei 400 Volt elektroporiert. Diese Transfektion erfolgte 
in Gegenwart von 10,6 nmol PKCα-AS-ODN, 13,5 nmol PKCβ-AS-ODN oder 44 nmol Dex-
tran; alle jeweils markiert mit FITC. Zu den angegebenen Zeiten wurde mit den Zellen laut Kapi-
tel 2.2.2.3 weiterverfahren und der Anteil fluoreszenzpositiver Zellen im FACS gemessen. 
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Durch die Elektroporation mit FITC-PKCβ-AS-ODN entstand eine sehr homogene, 
fluoreszenzpositive Zellpopulation, erkennbar an der eng begrenzten Kurve mit ausge-
prägtem Maximum. Die FITC-markierten PKCα-AS-ODN verteilten sich etwas inhomo-
gener über die Zellpopulation, da die Kurve eine etwas breitere Basis hat. Die Menge an 
AS-ODN-Molekülen war demnach nicht in allen Zellen identisch. 
In PKCα- und PKCβ-AS-ODN-behandelten Zellen waren noch nach 48 Stunden FITC-
markierte ODN in ausreichender Menge vorhanden, um die Fluoreszenzintensitäten ge-
genüber den Kontrollzellen deutlich zu erhöhen. Aus den Messungen nach 24 und 
48 Stunden wird klar, daß der Anteil fluoreszenzpositiver Zellen mit der Zeit sank, und 
zwar nach Elektroporation mit PKCα-AS-ODN schneller und in stärkerem Maße als 
nach Elektroporation mit PKCβ-AS-ODN. 
 
Um Einflüsse zu erfassen, die auf den Eigenschaften der AS-ODN beruhen, wurden Jur-
kat T-Zellen mit FITC-Dextran elektroporiert. Die Verschiebung der Kurve zu höheren 
Fluoreszenzintensitäten ist weniger stark ausgebildet, d. h. es wurden weniger Fluores-
zenzmoleküle pro Zelle aufgenommen. Die Verteilung der Fluoreszenzmoleküle über die 
Zellpopulation war homogen und unterlag in dieser Zeit keinen wesentlichen Verände-
rungen.  
 
In einer weiteren Kontrolle wurden den Zellen FITC-markierte PKCβ-AS-ODN zuge-
fügt, ohne sie einer Elektroporation zu unterziehen. Auf diese Weise sollte der Anteil an 
unspezifisch aufgenommenen Oligodesoxynukleotiden bestimmt werden. Sowohl direkt 
nach der Elektroporation als auch 24 und 48 Stunden später war der Anteil fluoreszenz-
positiver Zellen erhöht. Der Grad der Kurvenverschiebung zu höheren Fluoreszenzinten-
sitäten war dabei unabhängig von der Zeit immer gleich hoch. 
 
 
In Abbildung 4 sind die Ergebnisse der Fluoreszenzmikroskopie dargestellt. Die Auf-
nahmen A (10x-Objektiv) und C (20x-Objektiv) zeigen Jurkat T-Zellen direkt nach der 
Transfektion mit FITC-markiertem PKCβ-AS-ODN. Das Absorptionsmaximum von 
FITC liegt bei 488 nm, das Fluoreszenzemissionsmaximum bei 518 nm. Die Fluoreszenz-
anregung erfolgte über einen Bereich von 400 bis 490 nm unter Verwendung eines Exzi-
tationsfilters. Um für die Aufnahmen ausschließlich emittiertes Licht zu erfassen, wurde 
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ein Barrierefilter verwendet, der Licht mit Wellenlängen unter 515 nm absorbiert. An-
hand der Grünabstufungen in Teil A wird deutlich, daß die Zellen sehr unterschiedliche 
Mengen an AS-ODN-Molekülen aufgenommen haben. Aufnahme B zeigt denselben 


























Abbildung 4: Fluoreszenzmikroskopie nach Elektroporation von Jurkat T-Zellen 
mit FITC-markiertem PKCβ-AS-ODN 
 
Jurkat T-Zellen wurden direkt nach der Elektroporation mit FITC-markiertem PKCβ-AS-ODN 
mikroskopiert. Fluoreszenzanregung erfolgte bei 400 bis 490 nm. Licht unter 515 nm wurde für 
die Erfassung der Fluoreszenzemission herausgefiltert. Für die Aufnahmen wurde ein 10x-
Objektiv (A.) bzw. 20x-Objektiv (C.) verwendet. Teil B ist eine Durchlichtaufnahme von C. 


















3.1.2 AS-ODN inhibieren spezifisch die Neusynthese ihrer Zielprotei-
ne PKCα und PKCβ 
 
Aus der in Kapitel 2.2.2 beschriebenen fehlenden Neusynthese und dem fortschreitenden 
Abbau endogenen Zielproteins resultiert eine Gesamtabnahme der Proteinmenge, die 
über immunologische Verfahren sichtbar gemacht werden sollte. 
In jedem Experiment wurde nach 48 Stunden ein Teil des zytosolischen Proteins bzw. 
der kernfreien Lysate zum Nachweis der PKC-Isoenzyme α und β verwendet. Stellver-
tretend für alle Experimente zeigt Abbildung 5 die Abnahme der Proteinmenge von 
















Abbildung 5: AS-ODN gegen die PKCα- bzw. PKCβ-mRNA inhibieren spezifisch die 
PKCα- bzw. PKCβ-Proteinneusynthese 
 
20 bis 50µg zytosolisches Protein oder kernfreie Lysate aus jeder Aufarbeitung elektroporierter 
Jurkat T-Zellen wurden für den Nachweis der PKC-Isoenzyme α und β verwendet. Entsprechend 
den verschiedenen Fragestellungen der Versuche wurden die Stimulationszeiten sehr unterschied-
lich gewählt. Die Proteine wurden über 8 %-SDS-Gele elektrophoretisch aufgetrennt, auf eine 
Nitrozellulosemembran transferiert und für die immunologische Markierung eingesetzt. Gezeigt 
ist ein exemplarischer Versuch. 
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Zunächst wurde eine Immunmarkierung mit einem Antikörper gegen PKCα durchge-
führt. Nur in den Proben, die mit PKCα-AS-ODN behandelt wurden, kam es zu einer 
Reduktion von PKCα-Protein (Banden 5 und 6). Die Proteinmenge blieb durch PKCβ-
AS-ODN unbeeinflußt (Banden 7 und 8).  
 
Dieselbe Membran wurde anschließend mit einem Antikörper gegen PKCβ markiert. 
Durch die Behandlung mit PKCβ-AS-ODN wurde die Proteinmenge deutlich reduziert 
(Banden 7 und 8), wobei der Effekt auf die stimulierte Probe etwas stärker ist. Die Ge-
genwart von PKCα-AS-ODN bewirkte keine Veränderungen (Banden 5 und 6).  
 
 
Bei der Darstellung aller nun folgenden Ergebnisse muß beachtet werden, daß die be-
schriebenen Effekte auf der Verringerung von PKCα und PKCβ-Protein durch die Be-
handlung der Zellen mit AS-ODN beruhen. Aus der Reduktion des jeweiligen Isoenzyms 




3.1.3 Nach Transfektion mit PKCα- und PKCβ-AS-ODN zeigen Jur-
kat T-Zellen ein verändertes Proliferationsverhalten 
 
Unmittelbar nach der Transfektion wurden die Zellen in allen Experimenten gezählt, um 
die Überlebensrate zu bestimmen. Als Bezugswert diente die vor der Elektroporation 
eingesetzte Zellzahl. Aus Abbildung 6 geht hervor, daß die durchschnittliche Überlebens-
rate nach Elektroporation ca. 65 % betrug - unabhängig von der Gegenwart der AS-
ODN. Die Standardabweichung lag bei 14 bis 17 %. 
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Abbildung 6: PKCα- und PKCβ-AS-ODN haben keinen Einfluß auf die Überlebens-
rate von Jurkat T-Zellen bei der Elektroporation 
 
Die Zellen wurden direkt nach der Elektroporation (t = 0) gezählt, um die prozentuale Überle-




Obgleich die AS-ODN direkt nach der Elektroporation keinen Einfluß auf die Überle-
bensrate hatten, unterschieden sich die Zellzahlen in ihrer An- und Abwesenheit 
48 Stunden später in signifikantem Ausmaß.  
 
Zunächst wurden die Zelldichten in einzelnen Versuchen über einen Zeitraum von knapp 
100 Stunden verfolgt (Abbildung 7A). Nichtelektroporierte Zellen verdoppelten sich in 
knapp 24 Stunden. Bei elektroporierten Zellen fand sich der gleiche exponentielle An-
stieg, der lediglich etwas zeitverzögert eintrat. In Anwesenheit von PKCα- oder PKCβ-
AS-ODN verlangsamte sich das exponentielle Wachstum in starkem Maße. Die Zelldich-
ten verblieben auf einem nahezu konstanten Niveau. Erst nach ca. 60 Stunden stellte sich 
wieder die ursprüngliche Geschwindigkeit des exponentiellen Wachstums ein. 
 
Abbildung 7B faßt die Ergebnisse aller Experimente zusammen. Bei allen elektroporier-
ten Zellen wurde bereits berücksichtigt, daß nur 65 % die Transfektion überlebt haben. 
Der jeweilige Wert bei t = 0 wurde folglich gleich 100 % gesetzt. 
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Abbildung 7: In Anwesenheit von PKCα- und PKCβ-AS-ODN zeigen Jurkat T-Zellen 
ein verlangsamtes exponentielles Wachstum 
 
A: Nach Elektroporation wurden die Zelldichten in Einzelversuchen über einen Zeitraum von 
knapp 100 Stunden bestimmt. Gezeigt ist ein Experiment (repräsentativ für n = 5). 
B: Nach 48 Stunden Posttransfektionszeit wurden die absoluten Zellzahlen aus allen Experimen-
ten (n = 31) bestimmt und auf die Werte direkt nach der Elektroporation (t = 0) bezogen. 
 
Weitere Erläuterungen siehe Text. 
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Ohne Elektroporation verdoppeln sich Jurkat T-Zellen in etwas weniger als 24 Stunden. 
48 Stunden später ist demnach mehr als ein Vierfaches des Ausgangswertes von 100 % 
erreicht - nach Abbildung 7B sind es ca. 440 % (s = 83). Bei den elektroporierten Zellen 
kommt es innerhalb von 48 Stunden zu einer knappen Vervierfachung der Zellzahlen 
(390 %, s = 93). In Gegenwart von PKCα-AS-ODN steigt die Zellzahl innerhalb von 
48 Stunden lediglich auf 190 % (s = 87) des Ausgangswertes, beim PKCβ-AS-ODN sind 
es sogar nur 140 % (s = 44).  
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3.2 Die PKC-Isoenzyme α und β verändern die TZR/CD28-
induzierte Aktivierung von MAPK-Kaskaden 
 
Die MAPK-Kaskaden tragen zu einem der zentralen Ereignisse in T-Lymphozyten, der 
IL-2-Synthese, bei. Wie in der Einleitung beschrieben, existieren in Säugerzellen drei 
wichtige MAPK-Kaskaden. Es handelt sich um die ERK-Kaskade, die p38 MAPK-
Kaskade und die JNK-Kaskade, jeweils benannt nach den Vertretern der MAPK-Ebene.  
 
Aus der Literatur ergeben sich Anhaltspunkte dafür, daß PKC-Isoenzyme in die Regula-
tion der MAPK-vermittelten IL-2-Synthese von T-Lymphozyten involviert sein könnten.  
Im folgenden sollte daher untersucht werden, ob und wie sich die Elektroporation der 
Jurkat T-Zellen mit PKCα- und PKCβ-AS-ODN auf die TZR/CD28-induzierte Aktivie-




3.2.1 Die Reduktion von PKCα und PKCβ inhibiert die Aktivierung 
der ERK-Kaskade ... 
 
3.2.1.1 ... auf der Ebene der MAPK ERK-1 und ERK-2 
 
Die ERK-Kaskade wird in Jurkat T-Zellen durch Kostimulation über den TZR/CD3-
Komplex und CD28 aktiviert. Die damit einhergehende Phosphorylierung der ERK dien-
te im vorliegenden Fall als Maß für die Aktivierung auf der MAPK-Ebene. 
 
Abbildung 8 zeigt, daß die Stimulation mit einer Kombination aus OKT3- und αCD28-
Antikörpern eine starke Phosphorylierung der Isoenzyme ERK-1 und ERK-2 zur Folge 
hatte - unabhängig davon, ob die Zellen zuvor elektroporiert wurden oder nicht (Ban-
den 2 und 4). 
 
 





































Abbildung 8: PKCα- und PKCβ-AS-ODN inhibieren die Aktivierung der ERK-
Kaskade auf allen drei Ebenen 
 
Jurkat T-Zellen wurden 48 Stunden nach der Elektroporation für 15 Minuten über den 
TZR/CD28 stimuliert. 40 µg Protein der kernfreien Lysate wurden nach Auftrennung im 10 %-
SDS-Gel für den Nachweis von phospho-ERK-1/2 eingesetzt und die Nitrozellulose-Membran 
anschließend noch für eine Immunmarkierung von ERK verwendet. 50 µg zytosolisches Protein 
wurden für den Nachweis von phospho-MEK1/2 (12,5 %-SDS-Gel) und 50 µg kernfreie Lysate 
für den Nachweis von phospho-c-Raf-1 (8 %-SDS-Gel) eingesetzt. 
 
 
Der Einsatz von PKCα-AS-ODN inhibierte die OKT3/αCD28-induzierte Phosphorylie-
rung beider Isoformen (Bande 6). Bei phospho-ERK-1 wurde nahezu das Niveau der 
nichtstimulierten Probe erreicht. PKCβ-AS-ODN reduzierte ebenfalls die Phosphorylie-
rung beider Isoformen. Der Effekt auf die ERK-2 war noch ausgeprägter als beim 
PKCα-AS-ODN (Bande 8). Weder die beiden AS-ODN noch die Elektroporation an 
sich wirkten sich auf nichtstimulierte Zellen aus (Banden 1, 3, 5 und 7).  
Mit dem Einsatz eines vom Phosphorylierungszustand unabhängigen Antikörpers konnte 
gezeigt werden, daß die Menge an ERK-Protein in allen Proben identisch war. 
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In Abbildung 7A wurde gezeigt, daß die Zellzahlen von AS-ODN-behandelten Proben 
sehr niedrig waren. Um auszuschließen, daß ein Teil der AS-ODN-induzierten Wirkung 
auf die ERK-Phosphorylierung durch diese niedrigen Zelldichten bedingt war, wurden 
auch elektroporierte Zellen während der Posttransfektionszeit bei vergleichbar niedrigen 
Zelldichten kultiviert. Es konnte kein Unterschied zwischen den elektroporierten Proben 
mit üblicher und niedriger Zelldichte festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). Daher 
wurde auf eine Egalisierung der Zelldichten während der Experimente verzichtet. 
 
 
3.2.1.2 ... auf der Ebene der MAPKK MEK-1/2 
 
Die beiden MAPKK-Isoformen MEK-1 und MEK-2 sind als Kinasen für die Phosphory-
lierung der ERK-1 und ERK-2 verantwortlich. Es lag daher die Vermutung nahe, daß die 
PKC-Isoenzyme α und β auch auf die Aktivierung dieser Kinasen modulierend einwirken 
könnten. Als Maß der MEK-1/2-Aktivierung diente auch auf dieser Ebene die Phospho-
rylierung, die mit einem entsprechenden Antikörper nachgewiesen wurde. Durch die Sti-
mulation über den TZR/CD3-Komplex in Kombination mit CD28 wurde die Phosphory-
lierung von MEK-1/2 induziert (Abbildung 8, Bande 2 und 4). Der Einsatz von PKCβ-
AS-ODN inhibierte die MEK-1/2-Aktivierung vollständig (Bande 8). Bei Verwendung 
von PKCα-AS-ODN wurde nur wenig Protein phoshoryliert (Bande 6). 
 
 
3.2.1.3 ... auf der Ebene der MAPKKK c-Raf-1 
 
c-Raf-1 katalysiert als MAPKKK die Aktivierung von MEK-1/2. Das Protein liegt in der 
nichtstimulierten Zelle bereits in phosphorylierter Form im Zytosol vor. Kostimulation 
durch OKT3- und αCD28-Antikörper induziert eine Hyperphosphorylierung von c-Raf-1 
mit gleichzeitiger Verankerung in der Membran. Es wurden kernfreie Überstände zur 
Untersuchung herangezogen, um zytosolische und Membrananteile von c-Raf-1 erfassen 
zu können. Die Hyperphosphorylierung geht mit einer Erhöhung des apparenten Moleku-
largewichts einher, die sich – wie in Abbildung 8 zu sehen - als Bandenverschiebung im 
SDS-Gel manifestiert (vgl. Bande 1 und Bande 2). Die Menge an hyperphosphoryliertem 
















c-Raf-1 nahm durch die Behandlung mit PKCα- und PKCβ-AS-ODN ab (Banden 6 und 
8). Gleichzeitig sank durch die AS-ODN auch der Anteil an phosphoryliertem Protein in 




3.2.2 Die Phosphorylierung von p38 MAPK bleibt durch PKCα- und 
PKCβ-AS-ODN unbeeinflußt 
 
Durch Kostimulation über den TZR/CD3-Komplex und CD28 wird in Jurkat T-Zellen 
auch die p38 MAPK-Kaskade aktiviert. Die Phosphorylierung der p38 MAPK sollte - 

















Abbildung 9: Die Aktivierung von p38 MAPK bleibt durch PKCα- und PKCβ-AS-
ODN unbeeinflußt 
 
48 Stunden nach der Elektroporation wurden Jurkat T-Zellen für 15 Minuten mit 
OKT3/αCD28-Antikörpern stimuliert. 100 µg kernfreie Lysate wurden nach Auftrennung im 
12,5 %-SDS-Gel für den Nachweis von phospho-p38 MAPK eingesetzt. Die Nitrozellulose-
Membran wurde anschließend für den Nachweis von p38 MAPK verwendet. 
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OKT3- und αCD28-Antikörper induzierten in den Zellen die Phosphorylierung von 
p38 MAPK (Abbildung 9, Bande 2). Die Elektroporation selbst hatte keinen Einfluß 
(Bande 4). Weder PKCα- noch PKCβ-AS-ODN veränderten die OKT3/αCD28-
induzierte Aktivierung der p38 MAPK (Banden 6 und 8). 
 
Durchgängig ist eine geringfügige Phosphorylierung der p38 MAPK auch in nichtstimu-
lierten Proben zu sehen (Abbildung 9, Banden 1, 3, 5 und 7). Sie scheint nach Transfek-
tion mit AS-ODN etwas stärker zu sein. 
 
In einer zweiten Immunmarkierung wurde ein Antikörper eingesetzt, der an p38 MAPK 
unabhängig von dessen Phosphorylierungszustand band. Auf diese Weise konnte gezeigt 




3.2.3 PKCβ-AS-ODN inhibiert die Aktivierung der JNK-Kaskade ... 
3.2.3.1 ... auf der Ebene der MAPK JNK 
 
Der dritte wichtige MAPK-Signalweg, die JNK-Kaskade, kann ebenfalls durch Kostimu-
lation über den TZR/CD3-Komplex und CD28 ausgelöst werden. Die Aktivität der en-
dogenen JNK wurde danach bemessen, in welchem Umfang sie in einem in vitro-Versuch 
das rekombinante GST-gekoppelte Substrat c-Jun phosphorylierte. Phosphoryliertes 
c-Jun wurde über eine anschließende Immunmarkierung nachgewiesen.  
Durch Aktivierung der Jurkat T-Zellen mit OKT3- und αCD28-Antikörpern wurde re-
kombinates c-Jun-Substrat in starkem Maße phosphoryliert (Abbildung 10, Bande 2), 
d. h., die endogene JNK zeichnete sich durch eine sehr hohe Aktivität aus. Vorherige 
Transfektion der Zellen mit PKCα-AS-ODN hatte keine Auswirkung auf die 
TZR/CD28-induzierte JNK-Aktivierung (Bande 4). Die Anwesenheit von PKCβ-
































Abbildung 10: Die Aktivierung der JNK-Kaskade wird lediglich durch PKCβ-AS-
ODN inhibiert 
 
Jurkat T-Zellen wurden nach 48 Stunden Posttransfektionszeit für 20 Minuten über den 
TZR/CD28 stimuliert. 50 µg zytosolisches Protein wurden in einem in vitro-Versuch zur Bestim-
mung der JNK-Aktivität eingesetzt; als Substrat diente GST-c-Jun (siehe Kapitel 2.2.10). Für den 
Nachweis von phospho-MKK-4 wurden 100 µg zytosolisches Protein verwendet, im 12,5 %-SDS-
Gel aufgetrennt und auf eine Nitrozellulose-Membran transferiert. Phosphoryliertes GST-c-Jun 





3.2.3.2 ... auf der Ebene der MAPKK MKK-4 
 
MKK-4 phosphoryliert und aktiviert als MAPKK die JNK. Vergleichbar mit der Situati-
on bei der ERK-Kaskade lag es auch hier nahe, eine Regulation der JNK-Kaskade durch 
die PKCβ bereits auf der Ebene der MAPKK zu vermuten. Eingesetzt wurde ein Anti-
körper gegen die phosphorylierte Form von MKK-4. 
 
Kostimulation über den TZR/CD3-Komplex und CD28 mündete in der Phosphorylierung 
der MKK-4 (Bande 2). Wie vermutet, zeigt Abbildung 10, daß PKCβ-AS-ODN die 
TZR/CD28-induzierte Phosphorylierung der MKK-4 komplett hemmte (Bande 8). Das 
AS-ODN übte seinen Einfluß demnach nicht nur auf der MAPK-Ebene, sondern bereits 
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eine Ebene oberhalb, auf die MAPKK, aus. Übereinstimmend mit den Ergebnissen bei 
der JNK-Aktivität hatte der Einsatz von PKCα-AS-ODN keinerlei Auswirkungen auf die 






PKC-Isoenzyme verändern die TZR/CD28-induzierte Aktivierung von MAPK-Kaskaden 
in Jurkat T-Zellen. Im Ergebnis kann nicht nur zwischen der Wirkung der PKC-
Isoenzyme α und β differenziert werden, sondern auch zwischen den betroffenen 
MAPK-Kaskaden ERK, p38 MAPK und JNK mit ihren einzelnen Vertretern. 
PKCβ ist in die TZR/CD28-vermittelte Initiierung der ERK- und der JNK-Kaskade in-
volviert. Ohne das Enzym ist die Phosphorylierung von c-Raf-1, MEK-1/2 und ERK-1/2 
ebenso wenig möglich wie die Aktivierung von MKK-4 und JNK. PKCα hingegen wird 
nur für die Aktivierung von Vertretern der ERK-Kaskade – namentlich c-Raf-1, MEK-
1/2 und ERK-1/2 - gebraucht. Auf die JNK-Kaskade hat sie keinen Einfluß.  
Keine der beiden PKC-Isoformen spielt eine Rolle bei der Aktivierung der p38 MAPK-
Kaskade. 
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3.3 PKCα und PKCβ assoziieren mit Vertretern der MAPK-
Kaskaden  
 
Im vorhergehenden Abschnitt wurde gezeigt, daß PKCα und PKCβ für die TZR/CD28-
induzierte Aktivierung der ERK-Kaskade notwendig sind und PKCβ darüber hinaus in 
die Regulation der JNK-Kaskade involviert ist. Es wurde die Möglichkeit in Betracht 
gezogen, daß PKC-Isoenzyme ihren Einfluß über physikalische Interaktionen mit Vertre-
tern der MAPK-Kaskaden ausüben.  
 
Die Aktivierung von Jurkat T-Zellen löst eine Translokation von PKC-Isoenzymen an die 
Membran aus, die durch die Zugabe schon geringer Mengen TPA (2,5 ng/ml) verstärkt 
werden kann. Dieser Sachverhalt wurde für Immunpräzipitationsstudien genutzt, in de-
nen nach möglichen Assoziationspartnern von PKCα und PKCβ gesucht wurde. In den 
mit verschiedenen Antikörpern präzipitierten Proben sollten die PKC-Isoenzyme über 




3.3.1  PKCβ assoziiert mit c-Raf-1, MEK-1/2 und MEKK-1 an der 
Plasmamembran aktivierter Jurkat T-Zellen 
 
Bei den in Abbildung 11 dargestellten Proben wurden Jurkat T-Zellen 15 Minuten mit 
OKT3-/αCD28-Antikörpern und geringen Mengen TPA aktiviert. Das nach Kapitel 
2.2.5 gewonnene Membranprotein wurde mit Antikörpern gegen c-Raf-1 oder MEK-1/2 
immunpräzipitiert oder direkt auf ein 10 %-SDS-Gel aufgetragen. Nach dem Protein-
transfer auf eine Nitrozellulosemembran wurde PKCβ in einer Immunmarkierung nach-
gewiesen. 
Abbildung 11 zeigt, daß PKCβ nach T-Zell-Aktivierung an die Membran translozierte 
(„Membranprotein ohne IP“). Durch die Immunpräzipitation (IP) mit spezifischen Anti-
körpern wurden MEK-1/2 oder c-Raf-1 gebunden und mit ihnen wurden alle assoziierten 
Proteine isoliert. PKCβ ließ sich im Membranprotein stimulierter Zellen nachweisen, 
















wenn bei der Immunpräzipitation Antikörper gegen MEK-1/2 oder c-Raf-1 eingesetzt 
wurden. Das PKC-Isoenzym war folglich mit diesen beiden Proteinen assoziiert. In den 












Abbildung 11: PKCβ assoziiert mit c-Raf-1 und MEK-1/2 an der Plasmamembran 
stimulierter Jurkat T-Zellen 
 
Jurkat T-Zellen wurden nicht stimuliert oder 15 Minuten mit OKT3/αCD28/TPA aktiviert. 
500 µg Membranprotein wurden mit Antikörpern gegen MEK-1/2 oder c-Raf-1 immunpräzipi-
tiert und in einem 10 %-SDS-Gel aufgetrennt. Parallel wurden 50 µg Membranprotein ohne Im-
munpräzipitation aufgetragen. Die Proteine wurden auf eine Nitrozellulosemembran transferiert 




MEKK-1 ist der Vertreter der MAPKKK innerhalb der JNK-Kaskade. Aus Abbildung 10 
ging hervor, daß PKCβ die Aktivierung dieses Signalweges reguliert. Es wurde auch hier 
die Möglichkeit einer Assoziation zwischen PKCβ und MEKK-1 als Regulationsmecha-
nismus in Erwägung gezogen.  
 
Membranprotein von (nicht-)stimulierten Jurkat T-Zellen wurde mit Antiserum gegen 
MEKK-1 immunpräzipitiert oder direkt auf ein 8 %-SDS-Gel aufgetragen. Nach dem 
Proteintransfer auf eine Nitrozellulosemembran wurde PKCβ in einer immunologischen 
Markierung nachgewiesen. 
 














PKCβ translozierte nach Stimulation an die Membran (Abbildung 12, „Membranprotein 
ohne IP“). Wurde zuvor mit MEKK-1 immunpräzipitiert, konnte PKCβ ebenfalls in sti-











Abbildung 12: PKCβ assoziiert mit MEKK-1 an der Plasmamembran stimulierter 
Jurkat T-Zellen 
 
Jurkat T-Zellen wurden 8 Minuten mit OKT3/αCD28/TPA stimuliert. 1 mg Membranprotein 
wurde mit Kaninchenserum gegen MEKK-1 immunpräzipitiert und auf einem 8 %-SDS-Gel auf-
getrennt. Nach dem Proteintransfer auf eine Nitrozellulosemembran wurde PKCβ in einer Im-









3.3.2 PKCα und c-Raf-1 können koimmunpräzipitiert werden 
 
Abbildung 13 zeigt Versuche, in denen Jurkat T-Zellen mit OKT3/αCD28/TPA bzw. 
TPA/Ionomyzin aktiviert wurden.  
 
Das Membranprotein wurde in Teil A mit Antikörpern gegen c-Raf-1 präzipitiert und 
PKCα in einer Immunmarkierung nachgewiesen. Nach Aktivierung der Zellen mit 



























TPA/Ionomyzin oder OKT3/αCD28/TPA konnte PKCα zusammen mit c-Raf-1 aus 























Abbildung 13: PKCα und c-Raf-1 können aus Membranprotein stimulierter Jurkat 
T-Zellen koimmunpräzipitiert werden 
 
Nach Aktivierung der Jurkat T-Zellen mit OKT3/αCD28/TPA über 4 Minuten wurde Mem-
branprotein mit den angegebenen Antikörpern präzipitiert und auf ein 8 %-SDS-Gel aufgetragen. 
Es folgte Proteintransfer auf eine Nitrozellulosemembran und Immunmarkierung mit PKCα- 




In Teil B von Abbildung 13 wurde mit Antikörpern gegen PKCα präzipitiert und c-Raf-1 
in der Immunmarkierung nachgewiesen. c-Raf-1 konnte in allen nichtstimulierten und 
stimulierten Proben nachgewiesen werden.  
Ergebnisse                                                                                                                   72 
Nach Aktivierung der Zellen, vor allem mit TPA/Ionomyzin, erscheint die Bande im Gel 
etwas breiter („Membranprotein ohne IP“). Dies deutet auf eine Hyperphosphorylierung 
von c-Raf-1 und die damit einhergehende Erhöhung des apparenten Molekulargewichts 
hin. 
Durch die Verwendung von PKCα-Antikörpern konnten c-Raf-1 und PKCα kopräzipi-
tiert werden. Die Erhöhung des apparenten Molekulargewichts von c-Raf-1 in den stimu-
lierten Proben ist hier besonders deutlich. 
 
Zur Kontrolle wurde Membranprotein mit einem isotypspezifischen Antikörper präzipi-
tiert. Die c-Raf-1-Menge ist nach TPA/Ionomyzin-Stimulation deutlich erhöht. Analog 
zur Immunpräzipitation wurde Membranprotein mitgeführt, dem kein Antikörper zuge-
setzt wurde, das aber wie üblich mit Protein G-Sepharose inkubiert wurde. Auch in die-






PKCβ kann nach Aktivierung von Jurkat T-Zellen mit verschiedenen Proteinen der 
MAPK-Kaskaden kopräzipitiert werden. Im Falle der ERK-Kaskade ist PKCβ mit 
c-Raf-1 und MEK-1/2 assoziiert und im Falle der JNK-Kaskade mit MEKK-1. 
 
PKCα ist nach Stimulation mit OKT3/αCD28/TPA oder TPA/Ionomyzin in den Immun-
präzipitaten von c-Raf-1, einem Vertreter der ERK-Kaskade, zu finden. Durch Verwen-



















3.4 Die I-κB-Phosphorylierung, nicht aber die I-κB-Degradation, 
bedarf der Anwesenheit von PKCα und PKCβ 
 
Die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-κB ist ein wichtiger Signalweg in Jurkat 
T-Zellen. In nichtstimulierten Zellen liegt NF-κB komplexiert mit seinem Inhibitor I-κB 
im Zytosol vor. Durch Stimulation über den TZR/CD3-Komplex und CD28 kommt es 
zunächst zur Aktivierung der IKK, die I-κB phosphorylieren. Diese Phosphorylierung ist 
das Signal für die sich anschließende Polyubiquitinierung von I-κB und den darauffol-
genden Abbau des Proteins im Proteasom. NF-κB liegt nun in aktiver Form vor und 
transloziert in den Kern, um an entsprechende Bindungsstellen in den Promotoren von 
Genen zu binden. Um den Einfluß der AS-ODN gegen die PKC-Isoenzyme α und β zu 











Abbildung 14: Die Phosphorylierung des I-κB als Teil der NF-κB-Aktivierung wird 
durch PKCα- und PKCβ-AS-ODN inhibiert 
 
Jurkat T-Zellen wurden 48 Stunden nach der Elektroporation für 10 Minuten mit 
OKT3/αCD28-Antikörpern und TPA (2,5 ng/ml) stimuliert. 50 µg kernfreie Lysate wurden in 
einem 12,5 %-SDS-Gel elektrophoretisch aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran transferiert und 
phosphorylierter I-κB mit einem spezifischen Antikörper in der Immunmarkierung nachgewiesen. 
 
 
Zur Signalverstärkung wurde neben OKT3- und αCD28-Antikörpern auch TPA in ge-
ringen Konzentrationen (2,5 ng/ml) zugesetzt. Abbildung 14 zeigt, daß es im Zuge dieser 
Stimulation zu einer starken Phosphorylierung des I-κB kam (Bande 2). Die Elektropo-















ration an sich hatte keine Veränderung zur Folge (Bande 4). Bei vorheriger Transfektion 
der Zellen mit PKCα-AS-ODN lag die Menge an phosphoryliertem I-κB in der Immun-
markierung unter der Nachweisgrenze (Bande 6). In Anwesenheit von PKCβ-AS-ODN 
(Bande 8) ergab sich das gleiche Bild: es konnte kein phosphorylierter I-κB detektiert 
werden. 
 
Durch die Verwendung eines vom Phosphorylierungsstatus unabhängigen Antikörpers 
konnte die Degradation des I-κB beobachtet werden (Abbildung 15). Die Aktivierung 
der Zellen über TZR/CD28/TPA induzierte innerhalb von 40 Minuten den Abbau des 
I-κB, der sich als deutliche Signalreduktion in der Immunmarkierung manifestierte (Ban-
den 2 und 4). Die Gegenwart von PKCα- oder PKCβ-AS-ODN schien unerheblich zu 













Abbildung 15: Die Anwesenheit von PKCα- oder PKCβ-AS-ODN ist für die 
Degradation des I-κB unerheblich 
 
Transfizierte Jurkat T-Zellen wurden nach 48 Stunden mit OKT3/αCD28/TPA stimuliert. 50 µg 
kernfreie Lysate wurden in einem 12,5 %-SDS-Gel elektrophoretisch aufgetrennt, auf eine PVDF-




Zusammenfassend ergeben die Daten, daß zwar die Phosphorylierung, aber nicht die 
Degradation des I-κB durch die Anwesenheit von PKCα- oder PKCβ-AS-ODN verhin-
dert wird.  
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3.5 PKCα und PKCβ regulieren die Interleukin-2-Genexpression  
 
In den vorangegangenen Kapiteln wurde gezeigt, daß PKC-Isoenzyme die Aktivierung 
von MAPK-Kaskaden und die Phosphorylierung von I-κB regulieren. Diese Signalwege 
aktivieren Transkriptionsfaktoren, die sich an Bindungsstellen in den Promotoren diver-
ser Gene anlagern.  
 
Im folgenden wurde geprüft, inwieweit sich eine Beteiligung der PKC-Isoenzyme an der 
Regulation der Interleukin-2-Genexpression nachweisen läßt. Dabei wurden die NFAT-




3.5.1 PKCα und PKCβ bewirken eine veränderte NFAT-Bindung an 
den Interleukin-2-Promotor 
 
Für die Untersuchungen stand eine stabil transfizierte Jurkat T-Zellinie zur Verfügung, 
bei der 4 Kopien der distalen NFAT-Bindungsstelle des IL-2-Promotors mit dem Repor-
tergen für das Enzym Luziferase verknüpft sind (vgl. Kapitel 2.2.11). 
Diese Zellen wurden mit PKCα- oder PKCβ-AS-ODN elektroporiert und über den 
TZR/CD28 stimuliert. Anschließend wurde die Luziferaseaktivität in kernfreien Lysaten 
bestimmt. 
 
Die Aktivierung der stabil transfizierten Zellen über den TZR/CD3-Komplex und CD28 
führte zu einer Induktion der NFAT-Bindung an den IL-2-Promotor. Die gemessene 
Luziferaseaktivität lag im Mittel um das 50-fache höher als in der nichtstimulierten Kon-
trolle. Die stimulierte Kontrolle wurde in Abbildung 16 gleich 100 % gesetzt. Die Elek-
troporation allein zeigte keine Auswirkungen auf die NFAT-Bindung: weder in nichtsti-
mulierten noch in aktivierten Zellen änderten sich die Luziferaseaktivitäten. 
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Abbildung 16: PKCα und PKCβ verändern die TZR/CD28-induzierte Bindung des 
Transkriptionsfaktors NFAT an den Interleukin-2-Promotor 
 
Der Untersuchung dienten stabil transfizierte Jurkat T-Zellen, bei denen 4 Kopien der distalen 
NFAT-Bindungsstelle des IL-2-Promotors mit dem Reportergen für das Enzym Luziferase ver-
knüpft sind. Die Zellen wurden in An- und Abwesenheit von PKCα- bzw. PKCβ-AS-ODN elek-
troporiert, und nach 34 Stunden über den TZR/CD28 stimuliert. Die als relative Lichteinheiten 
gemessene Luziferaseaktivtät wurde auf die eingesetzte Proteinmenge normiert und in % der sti-




Durch die Gegenwart von PKCα-AS-ODN bei der Elektroporation und die anschließen-
de Aktivierung der Zellen wurde die Induktion der NFAT-Bindung verstärkt. Die Luzife-
raseaktivitäten erhöhten sich gegenüber der stimulierten Kontrolle auf 250 % (s = 19). 
Genau entgegengesetzt wirkte sich die Behandlung mit PKCβ-AS-ODN aus. Die 
TZR/CD28-induzierte NFAT-Bindung wurde auf 50 % (s = 5) der stimulierten Kontrolle 
reduziert. Die Werte in den nichtstimulierten Zellen blieben bei beiden AS-ODN unver-
ändert niedrig. 
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3.5.2 Die Aktivität des minimalen Interleukin-2-Promotors wird 
durch die PKC-Isoenzyme α und β modifiziert  
 
In einer anderen Linie stabil transfizierter Jurkat T-Zellen ist der minimale IL-2-Promotor 
mit dem Luziferase-Reportergen verknüpft. Neben NFAT und NF-κB binden dort noch 
weitere Transkriptionsfaktoren, die an der Regulation des IL-2-Gens beteiligt sind (vgl. 
Einleitung). Ihr kooperatives Zusammenspiel bestimmt die Transkriptionsaktivität des 
Promotors. 
 
Durch die Stimulation mit OKT3- und αCD28-Antikörpern wird der IL-2-Promotor in 
den Zellen aktiviert. Ausgehend von der nichtstimulierten Kontrolle stieg die Luziferase-

















Abbildung 17: Die TZR/CD28-induzierte Transkriptionsaktivität des Interleukin-2-
Promotors unterliegt dem Einfluß von PKCα und PKCβ 
 
Stabil transfizierte Jurkat T-Zellen mit einer Verknüpfung aus minimalem IL-2-Promotor und 
Reportergen für das Enzym Luziferase wurden in An- und Abwesenheit von AS-ODN elektropo-
riert. Nach 42 Stunden wurden die Zellen über den TZR/CD28 aktiviert. Die Luziferaseaktivtät 
wurde auf die eingesetzte Proteinmenge normiert und in % der stimulierten, nichtelektroporier-
ten Kontrolle (inklusive Standardabweichungen) angegeben. 
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Die Elektroporation allein hatte keinen Effekt. Transfektion mit PKCα-AS-ODN bewirk-
te eine moderate Erhöhung der IL-2-Promotoraktivität auf 170 % (s = 6). PKCβ-AS-
ODN dagegen hemmte die Promotoraktivität auf ca. 60 % (s = 6). Damit bestehen hin-
sichtlich beider AS-ODN deutliche Parallelen zu den in Kapitel 3.5.1 dargestellten Ver-
änderungen der NFAT-Bindung.  
Cyclosporin A, das durch Inhibition von Calcineurin die Dephosphorylierung und Trans-
lokation von NFAT in den Kern verhindert, unterdrückte in einer Konzentration von 






In Gegenwart reduzierter Mengen PKCα-Protein ist die TZR/CD28-induzierte NFAT-
Bindung an die distale Stelle des IL-2-Promotors erhöht und die IL-2-Promotoraktivität 
steigt.  
Reduzierte Mengen an PKCβ bewirken dagegen eine Senkung der TZR/CD28-
induzierten NFAT-Bindung und IL-2-Promotoraktivität. 
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3.6 PKCα und PKCβ beeinflussen die Menge an Interleukin-2-
mRNA in der Zelle 
 
Die NFAT-Bindung an den IL-2-Promotor und die IL-2-Promotoraktivität werden durch 
die beiden PKC-Isoenzyme α und β reguliert. Es wurde folglich erwartet, daß auch die 
Synthese der IL-2-mRNA davon unmittelbar betroffen ist. 
 
Wie in Kapitel 2.2.12 beschrieben, wurde Gesamt-RNA mit einer Mindestlänge von 
200 Basen isoliert und cDNA selektiv aus mRNA mit Poly(A)-Sequenz synthetisiert. 
Unter Verwendung spezifischer Primer wurde in einer PCR die cDNA von IL-2-, IFN 
(Interferon)-γ- und GAPDH-mRNA amplifiziert und quantifiziert.  
 
Streng genommen wird unter den vorliegenden Versuchsbedingungen nicht die mRNA-
Synthese betrachtet, sondern der mRNA-Gehalt der Zelle. Dieser ergibt sich aus dem 
Gleichgewicht zwischen mRNA-Synthese und -Abbau. Jurkat T-Zellen wurden über den 
TZR/CD3-Komplex und CD28 aktiviert. In nichtstimulierten Zellen konnte keine IL-2- 
oder IFN-γ-mRNA detektiert werden. Durch Aktivierung der Zellen wurde die mRNA-
Synthese induziert und dominierte gegenüber dem mRNA-Abbau. Daher ist im folgenden 
von Induktion der mRNA-Synthese die Rede, obwohl nach wie vor lediglich der mRNA-
Gehalt gemessen wurde. Anders verhielt es sich bei der konstitutiv exprimierten 
GAPDH-mRNA. Ihre Menge in der Zelle stand nicht unter dem Einfluß der T-
Zellaktivierung und diente daher der Normierung der Proben. 
Im folgenden wird nur von mRNA gesprochen, obwohl in den ethidiumbromidhaltigen 
Agarosegelen natürlich nicht die mRNA selbst, sondern amplifizierte Fragmente der 
cDNA nachgewiesen wurden. 
 
Zu Beginn der Arbeiten sollte getestet werden, inwieweit das angewendete System in der 
Lage ist, Veränderungen des mRNA-Gehalts in der Zelle widerzuspiegeln. Jurkat T-
Zellen wurden 3 Stunden mit OKT3- und αCD28-Antikörpern stimuliert und auf ihren 
IL-2-mRNA-Gehalt untersucht. Nach den in Abbildung 18 angegebenen Zyklenzahlen 
wurde die PCR beendet und die erhaltenen PCR-Fragmente im Agarosegel densitome-
trisch quantifiziert.  
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Abbildung 18: Mit Hilfe der PCR können Unterschiede im mRNA-Gehalt der Zellen 
semiquantitativ ausgewertet werden 
 
Jurkat T-Zellen wurden 3 Stunden über den TZR/CD28 aktiviert. Es folgten RNA-Isolierung und 
cDNA-Synthese. Die PCR mit spezifischen Primern der IL-2-mRNA wurde nach den angegebe-
nen Zyklenzahlen beendet und die PCR-Fragmente quantifiziert.Teil A zeigt die densitometrische 
Auswertung. In Teil B ist das dazugehörige UV-Bild der PCR-Fragmente zu sehen. 
 
 
In den nichtstimulierten Zellen konnte bis zum 34. PCR-Zyklus ein gleichmäßiger An-
stieg in der Signalintensität beobachtet werden. In den stimulierten Zellen war über die-
sen kontinuierlichen Anstieg hinaus nach 28 Zyklen eine Erhöhung des Signals festzustel-
len, die bis zum 32. Zyklus exponentiell verlief. Mit Zyklus 34 war der Sättigungsbereich 
der PCR erreicht. Dort konnte nicht mehr von der Zahl der in der PCR amplifizierten 
Fragmente auf die ursprünglich vorhandene Menge der mRNA in der Zelle geschlossen 
werden. 
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Für die semiquantitative Wertung wurde eine Zyklenzahl von 30 gewählt. Bei dieser Zy-
klenzahl reichten die Signalunterschiede zwischen stimulierten und nichtstimulierten Zel-
len für eine Bewertung aus, ohne daß das Risiko bestand, in den Sättigungsbereich der 
PCR zu gelangen. 
 
Die Aktivierung über den TZR/CD3-Komplex und CD28 induzierte in Jurkat T-Zellen 
bereits nach 2 Stunden die Synthese von IL-2-mRNA (Abbildung 19). Nach 3 Stunden 
hatte das Signal seine maximale Intensität erreicht. Nach 4 Stunden war immer noch ein 
deutliches Signal vorhanden während nach 6 Stunden Aktivierung nur noch eine wesent-
lich geringere mRNA-Menge in der Zelle vorhanden war. 
 
Die Synthese von IFN-γ-mRNA wurde schon nach einer Stunde Stimulation induziert. 
Nach 2 Stunden war das Signal bereits schwächer und nach 3 Stunden konnte keine 
IFN-γ-mRNA mehr nachgewiesen werden. Insgesamt war die Menge der amplifizierten 















Abbildung 19: Aktivierung von Jurkat T-Zellen über den TZR/CD28 induziert die 
Synthese von IL-2- und IFN-γ-mRNA 
 
Jurkat T-Zellen wurden über die angegebenen Zeiträume stimuliert. Nach Kapitel 2.2.12 erfolg-
ten RNA-Isolierung, cDNA-Synthese und semiquantitative PCR. Die mit Hilfe spezifischer Primer 
(IL-2, IFN-γ und GAPDH) in 30 Zyklen amplifizierten Fragmente wurden auf ein Agarosegel 
aufgetragen und densitometrisch quantifiziert. GAPDH-mRNA diente der Normierung. 
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Abbildung 20 A bestätigt, daß die Aktivierung von Jurkat T-Zellen über den TZR/CD28 
zur Synthese von IL-2-mRNA führte (Bande 2). Elektroporation in Abwesenheit von 
AS-ODN rief die gleiche Induktion hervor (Bande 4). In den nichtstimulierten Kontrollen 

























Abbildung 20: PKCα-AS-ODN erhöht und PKCβ-AS-ODN erniedrigt die TZR/CD28-
induzierte Synthese der IL-2-mRNA 
 
Die TZR/CD28-induzierte IL-2-mRNA-Synthese wurde auf den Einfluß von PKCα und PKCβ 
hin untersucht. Jurkat T-Zellen wurden mit AS-ODN elektroporiert und nach 48 Stunden Post-
transfektionszeit für jeweils 3 Stunden aktiviert. RNA-Isolierung, cDNA-Synthese und PCR wur-
den laut Kapitel 2.2.12 durchgeführt. Teil A zeigt das UV-Bild eines exemplarischen Versuches. 
Teil B der Abbildung berechnet sich aus drei unabhängigen Experimenten. Die stimulierte Kon-
trolle wurde gleich 100 % gesetzt. 
















PKCα-AS-ODN erhöht die Menge an synthetisierter bzw. in der Zelle befindlicher IL-2-
mRNA (Bande 6). Aus der semiquantitativen Analyse (Abbildung 20 A) des Anstiegs 
ergab sich ein Faktor von 1,4 in Bezug auf die stimulierte Kontrolle. Dies korreliert mit 
den Ergebnissen der IL-2-Promotoraktivität. PKCβ-AS-ODN dagegen erniedrigt die 
Menge an IL-2-mRNA in der Zelle (Bande 8) - ebenfalls übereinstimmend mit den Daten 
der IL-2-Promotoraktivität. Gegenüber der stimulierten Kontrolle ergab sich eine mittle-













Abbildung 21: PKCα- und PKCβ-AS-ODN inhibieren die TZR/CD28-induzierte Syn-
these der IFN-γ-mRNA 
 
Jurkat T-Zellen wurden in Gegenwart von PKCα- oder PKCβ-AS-ODN elektroporiert und 
48 Stunden nach der Transfektion für 1 Stunde über den TZR/CD28 aktiviert. RNA-Isolierung, 
cDNA-Synthese und PCR mit spezifischen Primern der IFN-γ und GAPDH-mRNA wurden laut 
Kapitel 2.2.12 durchgeführt. Das gezeigte UV-Bild steht für drei unabhängige Versuche. 
 
 
Im Vergleich zur IL-2-mRNA sollte auch der Gehalt an IFN-γ-mRNA in der Zelle erfaßt 
werden. Abbildung 21 zeigt, daß die einstündige Aktivierung von Jurkat T-Zellen über 
den TZR/CD28 zur Synthese von IFN-γ-mRNA führte (Bande 2). Die Elektroporation 
allein hatte darauf keinen Einfluß (Bande 4). Sowohl PKCα- als auch PKCβ-AS-ODN 
inhibierten die Induktion der IFN-γ-mRNA (Banden 6 und 8). Die Menge an 
IFN-γ-mRNA lag in diesen Proben ebenso unter der Nachweisgrenze wie in den nicht-
stimulierten Kontrollen (Banden 1, 3, 5 und 7). 
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3.6.1 Zusammenfassung 
 
Der TZR/CD28-induzierte Anstieg des IL-2-mRNA-Gehalts ist bei einer Verringerung 
von PKCα-Protein moderat erhöht und bei einer Verringerung von PKCβ-Protein er-
niedrigt. 
Die TZR/CD28-induzierte Synthese von IFN-γ-mRNA wird dagegen durch die Redukti-
on beider PKC-Isoenzyme inhibiert. 
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3.7 Die Interleukin-2-Sekretion unterliegt der Regulation durch 
PKCα und PKCβ 
 
Nach der Betrachtung der IL-2-Promotoraktivität und der IL-2-mRNA-Synthese wurde 
zum Abschluß die Sekretion des Zytokins IL-2 untersucht. 
 
Jurkat T-Zellen wurden wie üblich über den TZR/CD28 aktiviert und die Menge an se-















Abbildung 22: Die TZR/CD28-induzierte Interleukin-2-Sekretion wird durch 
PKCα-AS-ODN verstärkt und durch PKCβ-AS-ODN vollständig gehemmt 
 
Jurkat T-Zellen wurden 12 Stunden mit OKT3- und αCD28-Antikörpern stimuliert. Die IL-2-
Menge im Zellüberstand wurde im ELISA gegen einen Standard von rekombinantem humanen IL-
2 gemessen. Die IL-2-Konzentration der stimulierten, nichtelektroporierten Probe (≈ 30 pg/ml) 
wurde als 100 % definiert. Das gezeigte Ergebnis steht für 5 unabhängige Experimente. 
 
 
Eine Stimulation der Zellen über 12 Stunden induzierte die Sekretion von 30 pg/ml IL-2, 
unabhängig davon, ob zuvor elektroporiert wurde oder nicht. PKCα-AS-ODN verur-
sachte eine Erhöhung der IL-2-Sekretion um mehr als das Doppelte (230 % mit s = 20). 
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In Gegenwart von PKCβ-AS-ODN lag die Menge an IL-2 im Zellüberstand in 4 von 5 
Experimenten unter der Nachweisgrenze. Diese vollständige Inhibierung der IL-2-
Sekretion ließ sich auch erzielen, wenn die Zellen parallel zur Stimulation mit 200 ng/ml 
Cyclosporin A inkubiert wurden. Unter Berücksichtigung des fünften Experiments, bei 
dem die sezernierte IL-2-Menge 67 % des Ausgangswertes erreichte, ergab sich ein Mit-






Eine Reduktion von PKCα-Protein in der Zelle steigert die TZR/CD28-induzierte IL-2-
Sekretion.  
In Gegenwart von PKCβ-AS-ODN liegt die Menge an IL-2 im Zellüberstand ebenso 
unter der Nachweisgrenze wie bei Inkubation mit 200 ng/ml Cyclosporin A. 
Diskussion                                                                                                                   87 
4 DISKUSSION 
 
4.1 Anwendung der Antisense-Technologie 
 
Bei der Aktivierung von T-Lymphozyten über den TZR/CD3-Komplex und CD28 wird 
eine Reihe von Signaltransduktionskaskaden ausgelöst, die das externe Signal intrazellu-
lär weiterleiten. Proteinkinase C-Isoenzymen wird eine zentrale Rolle innerhalb dieses 
Geschehens zugesprochen. Um die zugrundeliegenden Mechanismen zu verstehen, sollte 
gezielt die Funktion einzelner PKC-Isoenzyme beleuchtet werden. Die grundsätzliche 
Schwierigkeit solcher Untersuchungen ist die Wahl geeigneter Mittel, um de facto spezi-
fisch zu arbeiten.  
 
Um die Rolle von Enzymen in einer Zelle zu untersuchen, werden gewöhnlich Inhibitoren 
eingesetzt. Die durch den Inhibitor erzielten Effekte werden analysiert und die Funktion 
des Enzyms im Umkehrschluß definiert. Herkömmliche Inhibitoren haben jedoch nur 
allzu oft den Nachteil, daß sie nicht spezifisch genug sind.158 PKC-Inhibitoren beispiels-
weise wirken zwar mitunter recht gezielt auf einzelne PKC-Isoenzyme oder Isoenzym-
gruppen, der Effekt ist aber konzentrationsabhängig und die Substanzen haben eine ge-
ringe therapeutische Breite. Wird die notwendige intrazelluläre Konzentration nicht op-
timal erreicht, wirkt sich der Inhibitor auch auf andere Isoformen oder sogar andere En-
zyme aus. Das hängt damit zusammen, daß derartige Inhibitoren meist strukturgebunden 
wirken und sich funktionell verschiedene Enzyme in den für den Inhibitor relevanten Be-
reichen sehr ähneln können. Oft kann gar nicht eingeschätzt werden, auf welche Palette 
von Enzymen in der Zelle sich ein Inhibitor möglicherweise auswirkt. 
 
Die vorliegend verwendete Methode arbeitet nach einem völlig anderen Prinzip. Hier 
werden Antisense-Oligodesoxynukleotide (AS-ODN) in die Zelle hineingeschleust. Sie 
haben eine komplementäre Struktur zur mRNA des betroffenen Zielproteins. Es werden 
Hybride zwischen AS-ODN und mRNA gebildet, die die anschließende Translation ver-
hindern. Mehrere Mechanismen wurden vorgeschlagen.159 Dazu zählen die Inhibierung 
von Prä-mRNA-Prozessierungsschritten wie dem Anhängen der Cap-Struktur,der Poly-
adenylierung oder dem Spleißen. Möglicherweise verhindern sterische Effekte die Bin-
dung von Translationsfaktoren. Denkbar wäre auch ein verminderter Transport vom 
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Kern zum Ribosom oder eine reduzierte mRNA-Bindung an das Ribosom. Einer der 
wichtigsten Mechanismen bei der Antisense-Wirkung scheint allerdings die Induktion der 
RNase H-vermittelten Spaltung doppelsträngiger mRNA-Bereiche zu sein.170 Hinter-
grund ist, daß doppelsträngige RNA oft viraler Herkunft ist und die Zelle sich auf diese 
Weise vor der Synthese viraler Proteine schützt.  
Die Verwendung von Antisense-Oligodesoxynukleotiden wurde 1978 erstmals beschrie-
ben und bildet die Grundlage der Antisense-Therapie.160,161 Die Sequenz der AS-ODN 
kann sehr spezifisch gewählt werden. Eventuelle Sequenzähnlichkeiten von mRNAs kön-
nen in einer Datenbank überprüft werden. Der Effekt ist konzentrationsabhängig.162 Je 
nach Menge der eingesetzten ODN kann die Translation der gesamten mRNA unterbun-
den werden. Durch den Einbau von Phosphothioatresten in jedes Nukleotid des Oligo-
mers (Abbildung 2) wird die Affinität zur mRNA und der Widerstand gegenüber intrazel-
lulären Endonukleasen erhöht.163,164 Die Transfektionsbedingungen wurden empirisch 
ermittelt, da auch Zelltyp, Kulturbedingungen, Oligomersequenz und -länge sowie die 
Temperatur Einfluß auf die Effizienz der AS-ODN-Aufnahme nehmen.165, 166 
Durch Elektroporation können die recht kleinen Oligomere mit hoher Effizienz in die 
Zellen eingebracht werden. Aufgrund der hohen Aufreinigung sind toxische Effekte 
durch die AS-ODN selbst eher selten. Die Antisense-Technologie hat damit auf der Hand 
liegende Vorteile gegenüber herkömmlichen Inhibitoren. Des weiteren stellt sie eine ech-
te Alternative zu Klonierungen dar, bei denen beispielsweise dominant negative Mutan-
ten eines Enzyms hergestellt werden. Es entfällt eine zeitintensive Herstellung stabiler 
Transfektanten und die anschließende Charakterisierung der Klone. Die verwendeten 
AS-ODN sind zudem um ein Vielfaches kleiner als Plasmide und die Transfekti-
onseffizienzen entsprechend höher. Die zeitlich eng begrenzte Wirkung der AS-ODN ist 
dagegen ein Nachteil. Sie kommt dadurch zustande, daß einerseits mit fortschreitender 
Zeit zwar endogenes Zielprotein abgebaut wird, andererseits aber die Konzentration an 
AS-ODN durch intrazellulären Abbau sinkt.163 Ein weiterer Nachteil besteht darin, daß 
die transfizierten Zellen lange vor der Untersuchung einer artifiziellen Situation ausge-
setzt waren, in der ihnen innerhalb von 48 Stunden die konstitutiv exprimierte PKCα 
bzw. PKCβ entzogen wurde. 
 
Die FACS-Untersuchungen (Abbildung 3) zeigen, daß PKCα- und PKCβ-AS-ODN 
durch Elektroporation mit gleicher Effizienz in Jurkat T-Zellen eingebracht werden kön-
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nen. 24 und 48 Stunden nach der Transfektion zeigen sich dagegen erste Unterscheide. 
Die Menge an PKCα-AS-ODN in der Zelle nimmt schneller und in stärkerem Maße ab. 
Ein möglicher Grund wäre, daß PKCα-AS-ODN sequenzbedingt leichter durch zelluläre 
Nukleasen abgebaut oder aber auch schneller aus der Zelle herausgeschleust werden 
kann. Es könnten auch insbesondere die Zellen absterben, die höhere Mengen an PKCα-
AS-ODN tragen, da das PKCα-Isoenzym eine vorherrschende Rolle in Jurkat T-Zellen 
einnimmt.132 Dafür würde auch sprechen, daß sich das Verteilungsprofil der Fluoreszen-
zintensität unter diesen Zellen innerhalb von 24 Stunden wesentlich ändert. An dem zum 
Zeitpunkt t = 0 vorhandenen Plateau zu erkennen, tragen die Zellen unterschiedliche 
Mengen an Fluoreszenzmolekülen. Das ausgeprägte Maximum nach 24 Stunden zeigt, 
daß zu diesem Zeitpunkt nur noch wenige Zellen eine vom Mittel abweichende Fluores-
zenzintensität haben und die Zellpopulation somit wesentlich homogener geworden ist. 
Gleichzeitig verschiebt sich die Kurve zu niedrigeren Fluoreszenzintensitäten hin. Folg-
lich verkleinert sich vornehmlich der Anteil der Zellen mit hoher Fluoreszenzintensität. 
Daß die Menge an PKCα-AS-ODN schneller und in stärkerem Maße abnimmt, spiegelt 
sich auch im Proliferationsverhalten der Jurkat T-Zellen wider (Abbildung 7A+B). Zellen 
mit AS-ODN zeigen ein verlangsamtes exponentielles Wachstum verglichen mit den 
Kontrollzellen. Dieser Effekt ist bei vorheriger Elektroporation mit PKCα-AS-ODN 
deutlich ausgeprägter als bei PKCβ-AS-ODN, vermutlich, weil die Zellen laut Abbildung 
3 eine geringere Menge an AS-ODN tragen. Abbildung 6 verdeutlicht, daß die Unter-
schiede im Proliferationsverhalten auf die Wirkung der AS-ODN über die Zeit zurückzu-
führen sind und nicht auf die Elektroporation selbst.  
Die Elektroporation mit FITC-Dextran wurde dazu herangezogen, die auf den Eigen-
schaften der AS-ODN beruhenden Einflüsse zu erfassen. Die Verschiebung der Fluores-
zenzintensität ist direkt nach der Elektroporation bei FITC-Dextran um einiges geringer. 
Die verschiedenen Transfektionseffizienzen könnten durch unterschiedliche Ladung, Os-
molarität und Molekülstruktur bedingt sein. Der Abbau von FITC-Dextran, als Abnahme 
der Fluoreszenzintensität sichtbar, ist dagegen mit dem der AS-ODN vergleichbar. 
Ohne Elektroporation kommt es zu keiner nennenswerten Aufnahme von FITC-
markierten PKCβ-AS-ODN in die Zellen (Abbildung 3). Der Anteil fluoreszenzpositiver 
Zellen bleibt zudem über 48 Stunden konstant. Es wurde erwartet, daß auch hier intra-
zelluläre Enzymsysteme die AS-ODN abbauen bzw. herausschleusen und daß die Fluo-
reszenzintensität dadurch mit der Zeit abnimmt. Dies ist offensichtlich nicht der Fall und 
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spricht dafür, daß es sich nicht um aufgenommene AS-ODN handelt. Es wird vielmehr 
vermutet, daß die FITC-Moleküle lediglich außen an die Zellen adsorbieren und auch 
durch die Waschprozedur nicht entfernt werden konnten.167 Ihr Anteil an der Fluoreszen-
zintensität wird in allen Proben und zu allen Zeiten als gleich hoch postuliert. Daß bereits 
zum Zeitpunkt t = 0 fluoreszenzpositive Zellen vorhanden sind, ist ein weiterer Hinweis. 
Es ist recht unwahrscheinlich, daß die AS-ODN so schnell unspezifisch in die Zelle auf-
genommen werden können. Ohne Elektroporation verursachten die AS-ODN zudem 
keinerlei Effekte in den Zellen (Daten nicht gezeigt). In der Literatur finden sich einige 
Beispiele, bei denen AS-ODN ohne Transfektion – vermutlich durch Endozytose – in 
Zellen aufgenommen wurden. Die extrazellulären Konzentrationen lagen in diesen Fällen 
um ein Vielfaches höher. Der Prozeß wurde als energie- und temperaturabhängig be-
schrieben.166 Die Aufnahme ohne Transfektion ist eine wichtige Voraussetzung für die 
Verwendung von AS-ODN in der Antisense-Therapie.  
 
Abbildung 5 macht deutlich, daß mit Hilfe der Antisense-Technologie die Menge des 
Zielproteins deutlich reduziert werden kann. Auch bei Enzymen mit sehr ähnlichen Se-
quenzen - wie es bei PKCα und PKCβ der Fall ist - kann eine Neusynthese demnach 
spezifisch unterbunden werden. Trotz dieser Spezifität der AS-ODN muß beachtet wer-
den, daß immunologische Verfahren nur bedingt zum Nachweis der jeweiligen Proteine 
geeignet sind. Das hat zwei hauptsächliche Gründe: Wegen des endogen noch vorhande-
nen Proteins und seiner Halbwertzeit von 24 Stunden kann innerhalb des gewählten 
Zeitrahmens von 48 Stunden keine Reduktion der Proteinmenge auf Null erfolgen.168,169 
Die eingesetzten Antikörper erkennen des weiteren ihre Zielproteine über Epitope, so 
daß es leicht zu Kreuzreaktionen kommen kann. Der Antikörper gegen PKCα bindet 
beispielsweise auch an die strukturell sehr ähnliche Isoform PKCβ. Obwohl die AS-ODN 
also sehr spezifisch wirken, da sie sich an der Sequenz orientieren, kann dieser spezifi-
sche Effekt immunologisch nur eingeschränkt nachgewiesen werden. 
 
Es wurde versucht, auf mRNA-Ebene den Nachweis zu erbringen, daß die AS-ODN 
nicht nur in die Zelle hineingeschleust werden, sondern tatsächlich Hybride mit der 
mRNA ausbilden und so zur Inhibierung der Proteinneusynthese führen. Durch die dop-
pelsträngigen RNA-Bereiche sollte die RNase H aktiviert und die Degradation der 
PKCα- und PKCβ-mRNA induziert werden. In einer nach Kapitel 2.2.12 durchgeführten 
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PCR mit spezifischen Primern der PKCα- und PKCβ-mRNA war allerdings keine Re-
duktion des mRNA-Gehalts erkennbar. Es wurde vermutet, daß Jurkat T-Zellen 
RNA/DNA-Hybride eventuell nicht in detektierbarem Maße abbauen. Ein anderer Grund 
könnte der Zeitpunkt sein, zu dem der mRNA-Gehalt überprüft wurde. Das Maximum 
der mRNA-Reduktion ist laut Literatur zwischen 12 und 24 Stunden Posttransfektions-
zeit anzusiedeln. Nach 48 Stunden hat die mRNA-Menge oft bereits wieder ursprüngli-
che Werte angenommen, da zu diesem Zeitpunkt schon ein großer Teil der AS-ODN 
abgebaut ist und somit keine Hybride mehr gebildet werden.170 Die RNA-Isolierung wur-
de im vorliegenden Fall parallel zur Aufarbeitung der Zellen, also erst nach 48 Stunden 
Posttransfektionszeit, durchgeführt. 
Bei Verwendung von Plasmiden, die eine Kopie des korrespondierenden Gens in Anti-
sense-Orientierung tragen, konnte – vermutlich wegen der höheren Zahl an Antisense-
RNA-Molekülen und der kontinuierlichen Transkriptionsaktivität – eine Reduktion der 
mRNA mittels Northernblot nachgewiesen werden.171 
 
Die Immunmarkierung der PKC-Isoenzyme hat sich nicht in jedem Experiment als 
Nachweis für eine tatsächliche Reduktion der Proteinmengen in den Zellen bewährt. Aus 
Abbildung 7A geht aber hervor, daß Jurkat T-Zellen unter der Wirkung von PKCα- und 
PKCβ-AS-ODN ein verlangsamtes exponentielles Wachstum zeigen. Die Zellzahlen er-
höhen sich innerhalb von 48 Stunden kaum. Nach mehr als 50 Stunden steigt die Ge-
schwindigkeit des exponentiellen Wachstums auf die ursprünglichen Werte an. Die Zell-
zahlen nach 48 Stunden wurden daher als weiteres Indiz für die erfolgreiche Transfektion 
mit AS-ODN hinzugezogen. Durch die Elektroporation selbst wird das exponentielle 
Wachstum der Zellen nur geringfügig eingeschränkt. Es handelt sich vermutlich lediglich 
um eine leichte zeitliche Verzögerung des Wachstums. Diese wird darin begründet sein, 
daß mit der Elektroporation viele Substanzen in die Zelle hineingelangen, die in den 
ersten Stunden wieder aus der Zelle herausgeschleust werden. 
Auch in anderen Zellen findet sich ein vermindertes Zellwachstum nach Reduktion von 
PKCα- oder PKCβ-Protein.172, 173 Durch chronische Gabe von Phorbolestern kann die 
Menge an PKC-Isoenzymen in Jurkat T-Zellen gesenkt werden, was ebenfalls zu einem 
verlangsamten Zellwachstum führt.174 Das hier verwendete PKCα-AS-ODN findet dar-
über hinaus unter dem Namen ISIS 3521 (ISIS Pharmaceuticals, Carlsbad, USA) klini-
sche Anwendung bei Tumorpatienten. Die Ergebnisse der klinischen Studien unterstüt-
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4.2 PKCα und PKCβ als Regulatoren der MAPK-Kaskaden und 
NF-κB-Aktivierung 
 
Innerhalb der ERK-Kaskade wurde die Aktivierung der MAPK ERK-1/2 als erstes be-
trachtet, da durch den Aufbau der MAPK-Kaskaden in Form von hintereinandergeschal-
teten Proteinkinasen eine deutliche Signalverstärkung zu abwärts gelegenen Ebenen er-
wartet wird. Diese Amplifizierung kommt dadurch zustande, daß jedes Molekül einer 
Ebene mehrere Moleküle der nachfolgenden Ebene aktivieren kann (Multiplikatorfunkti-
on).  
Die Aktivierung der T-Zellen im Modell sollte sich möglichst weitgehend an der physio-
logischen Situation orientieren. Mit der Stimulation durch OKT3- und αCD28-
Antikörper konnten ERK-1/2 phosphoryliert und damit aktiviert werden, während ohne 
Stimulation kein phospho-ERK-1/2 detektierbar war (Abbildung 8). Die Verwendung 
der Antikörper stellte sich somit als geeignetes Mittel zur Nachahmung der Besetzung 
des TZR/CD3-Komplexes und CD28-Korezeptors dar. Die Anwesenheit beider PKC-
AS-ODN führte zur Verminderung der ERK-Phosphorylierung. Im Umkehrschluß kann 
davon ausgegangen werden, daß PKCα und PKCβ für die Aktivierung von ERK-1/2 in 
Jurkat T-Zellen notwendig sind. PKCβ könnte bei genauer Betrachtung einen minimal 
stärkeren Effekt auf ERK-2 ausüben. 
Auf der der ERK übergeordneten Ebene zeigt sich das gleiche Bild: PKCα und PKCβ 
sind für die Aktivierung der MAPKK-Isoformen MEK1 und MEK2 notwendig, da in der 
Gegenwart der AS-ODN eine verminderte Phosphorylierung stattfindet. PKCβ hat auch 
hier einen etwas stärkeren Effekt. Die beiden Isoformen MEK1 und MEK2 lassen sich 
wegen ihrer ähnlichen Molekulargewichte von 45 und 46 kDa optisch kaum voneinander 
unterscheiden.177 Ergänzend sei zu erwähnen, daß konstitutiv aktive Mutanten der PKCα 
und PKCβI laut Literatur in der Lage sind, ERK-2 und MEK-1 in Gegenwart von TPA 
zu aktivieren.178 
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Zur Vervollständigung der Daten wurde schließlich die Ebene der MAPKKK c-Raf-1 
betrachtet. c-Raf-1 liegt bereits in inaktiver Form phosphoryliert vor und wird im Zuge 
der Stimulation und damit der Aktivierung hyperphosphoryliert. Die dadurch bedingte 
Erhöhung des apparenten Molekulargewichts ist im SDS-Gel sichtbar. In Gegenwart der 
AS-ODN findet die Hyperphosphorylierung von c-Raf-1 nur eingeschränkt statt. Auffäl-
lig ist, daß auch in nichtstimulierten Zellen die Menge an phosphoryliertem c-Raf-1 ge-
ringer ist. PKCα und PKCβ könnten demnach nicht nur für die TZR/CD28-induzierte 
Hyperphosphorylierung, sondern auch für die konstitutive Phosphorylierung von c-Raf-1 
verantwortlich sein.  
PKCα und PKCβ haben auf alle Ebenen der ERK-Kaskade eine übereinstimmende Wir-
kung. Es ist zwar denkbar, wird aber für unwahrscheinlich gehalten, daß die beiden En-
zyme auf jeder Ebene neu ihren Effekt ausüben. Es handelt sich vermutlich eher um einen 
Eingriff auf oder oberhalb der MAPKKK-Ebene, der sich auf alle nachfolgenden Ebenen 
auswirkt. Da PKCs selbst Kinasen sind, könnte es sich hier um einen direkten Einfluß auf 
c-Raf-1 handeln. In NIH3T3-Zellen wurde eine Phosphorylierung von c-Raf-1 an Ser259 
und Ser499 durch die PKCα beschrieben.179,180,181 In der Literatur finden sich Hinweise 
darauf, daß die c-Raf-1-Phosphorylierung an Ser259 die funktionelle Interaktion zwi-
schen c-Raf-1 und MEK reguliert.179 Unter AS-ODN-Behandlung wird c-Raf-1 nur ver-
mindert aktiviert. Folglich ist auch die Assoziation mit MEK eingeschränkt, so daß MEK 
ebenfalls eine verminderte Aktivierung zeigen sollte. Dies ist in Anwesenheit der AS-
ODN tatsächlich der Fall. Die geringere MEK-Aktivierung kann also sowohl mit einem 
direkten als auch mit einem indirekten Einfluß der PKCs erklärt werden. In diesem Zu-
sammenhang sei zu erwähnen, daß c-Raf-1 und auch Ras Proto-Onkogene sind. In der 
Beeinflussung dieser Proteine durch PKCα und β könnte das veränderte Proliferations-
verhalten von Jurkat T-Zellen unter Antisense-Behandlung begründet sein. Die vorlie-
genden Ergebnisse schließen somit nicht aus, daß – wie bereits von einigen Autoren vor-
geschlagen - die Regulation durch PKCs zusätzlich oberhalb von Ras einsetzt.182,183,184,185  
 
Bei der p38 MAPK-Kaskade wurde die Aktivierung der p38 MAPK ebenfalls vorrangig 
untersucht. Weder PKCα- noch PKCβ-AS-ODN veränderten die TZR/CD28-induzierte 
p38 MAPK-Phosphorylierung (Abbildung 9). Daraus läßt sich ableiten, daß keines der 
beiden PKC-Isoenzyme in die Regulation dieses Signalweges involviert ist. Die geringe 
Menge an phosphorylierter p38 MAPK in nichtstimulierten Proben könnte auf die Auslö-
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sung eines Streßsignals in den Zellen – beispielsweise durch mechanische Beanspruchung 
während der Versuchsdurchführung – zurückzuführen sein. 
Die aufwärts gelegenen Proteinkinasen wurden aus zweierlei Gründen nicht betrachtet. 
Zum einen wird wegen der Multiplikatorfunktion auf höheren Ebenen eine schwächere 
Wirkung erwartet als bei der MAPK. Hier ist aber schon kein Effekt auszumachen. Zum 
anderen zeigen einige MAPKK wie MKK-4 eine geringere Substratspezifität, so daß es 
zu Querverbindungen mit anderen Kaskaden kommen kann. Ein eventueller Effekt auf 
MAPKK- Ebene könnte wegen der Querverbindungen daher nicht uneingeschränkt der 
p38 MAPK-Kaskade zugeordnet werden.  
 
Beim dritten Signalweg (Abbildung 10) wurde zunächst die Aktivität der MAPK JNK 
analysiert. Die Aktivitätsbestimmung wurde zum Schutz des Experimentators nicht mit 
radioaktiv markiertem Substrat durchgeführt, sondern bestand aus einer Kombination 
von nichtradioaktivem in vitro-Versuch und Immunmarkierung. PKCβ hat offensichtlich 
einen maßgeblichen Einfluß auf die JNK-Aktivität, da die c-Jun-Phosphorylierung unter 
reduzierten PKCβ-Proteinmengen stark verringert ist. Es darf vorausgesetzt werden, daß 
davon auch die Aktivierung der JNK betroffen ist. Analog führt die Überexpression von 
PKCβI in COS-7-Zellen zu einer erhöhten JNK-Aktivität.186 Interessanterweise hat die 
Behandlung mit PKCα-AS-ODN auf diese Kaskade in Jurkat T-Zellen keine Konsequen-
zen. 
Das gleiche Resultat findet sich auf der übergeordneten Ebene bei der MKK-4-
Aktivierung. Mit der Reduktion von PKCβ-Protein ist die Phosphorylierung von MKK-4 
erheblich herabgesetzt, während die Reduktion von PKCα irrelevant ist. Die beiden 
PKC-Isoenzyme wirken auf diese Kaskade demnach nicht übereinstimmend. PKCα bleibt 
trotz seiner vorherrschenden Rolle in der Jurkat T-Zelle zumindest auf der JNK-Kaskade 
ohne Wirkung. Die MAPKK MKK-4 verwendet JNK und p38 MAPK als Substrat. Da 
keines der beiden PKC-Isoenzyme die p38 MAPK-Phosphorylierung reguliert, wird die 
Veränderung der MKK-4-Aktivierung nur der JNK-Kaskade zuzuordnen sein. 
Auf Ebene der MAPKKK wurde eine mögliche Beteiligung der PKC-Isoenzyme nicht 
untersucht. Anders als bei der ERK-Kaskade, wo hauptsächlich c-Raf-1 als MAPKKK in 
Erscheinung tritt, können der JNK-Kaskade mehrere Kinasen (MEKK-1 bis MEKK-4, 
MLK-3 und DLK) zugeordnet werden. Gleichzeitig regulieren diese Kinasen auch En-
zyme der ERK- und der p38 MAPK-Kaskade. Durch diese Querverbindungen können 
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mögliche Effekte durch PKCα oder PKCβ der JNK-Kaskade nicht eindeutig zugeordnet 
werden. 
 
Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, daß PKCα und β nicht unspezifisch alle MAPK-
Kaskaden regulieren. 
PKCα hat auf allen Ebenen der ERK-Kaskade (c-Raf-1, MEK-1/2 und ERK-1/2) den-
selben Effekt. Gleichermaßen verhält es sich bei der PKCβ. PKCβ hat noch dazu dieselbe 
Wirkung auf die MKK-4-Aktivierung und die JNK-Aktivität. Daher wurde vermutet, daß 
der Einfluß der PKC-Isoenzyme nicht auf jeder Kaskadenebene neu, sondern einmalig 
auf die bzw. oberhalb der MAPKKK ausgeübt wird.178 
PKCα- und PKCβ-AS-ODN wirken in unterschiedlicher Weise auf die Aktivierung der 
JNK-Kaskade. Dies demonstriert die Spezifität der angewendeten Antisense-Technolo-
gie. 
 
Die PKC-Isoenzyme haben eine Halbwertzeit von ca. 24 Stunden. 48 Stunden nach der 
Transfektion mit AS-ODN sollte die Proteinmenge demnach nur noch ein Viertel des 
Ausgangswertes betragen. Die Verwendung der AS-ODN zeigt, daß die Reduktion der 
Proteinmenge auf ein Viertel für eine komplette Hemmung von Signalwegen ausreichen 
kann. Sinkt die Gesamtmenge an PKC-Protein also unter einen bestimmten Schwellen-
wert, ist die Regulation der Signalwege nicht mehr gewährleistet. Daraus läßt sich 
schlußfolgern, daß nicht das gesamte Protein, sondern nur ein Teil, für die Regulation 
der MAPK-Kaskaden verantwortlich ist. Denn in einem solchen Fall sinkt bei einer Re-
duktion der gesamten PKC-Proteinmenge auch der für die Regulation der Signalwege 
genutzte Teil schneller unter den kritischen Schwellenwert. Das restliche PKC-Protein 
könnte entweder für die Abwicklung anderer Prozesse genutzt werden oder auch zeitlich 
kurz hintereinandergeschaltete Signalinitiierungen ermöglichen. 
 
Übertragen auf die Immunpräzipitation bedeutet dies, daß auch nur ein geringer Teil des 
PKC-Proteins an die Membran zu translozieren braucht, um externe Signale intern wei-
terzuleiten. Um mögliche Assoziationen dennoch nachweisen zu können, wurden der 
Kombination aus OKT3- und αCD28-Antikörpern geringe Mengen TPA (2,5 ng/ml) 
zugesetzt. TPA bindet direkt an PKC-Isoenzyme und fördert deren Translokation an die 
Membran.124 Im Gegensatz zu DAG wird es in der Zelle nicht metabolisiert, so daß das 
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initiierte Signal verstärkt wird und länger anhält. Demnach verbleibt die PKC über einen 
längeren Zeitraum an der Membran und kann über Isolierung der Membranfraktion er-
faßt werden. Durch die T-Zell-Aktivierung mit TPA und Ionomyzin wird die Signalstär-
ke weiter gesteigert. Stets wurde bei Verwendung von OKT3/αCD28/TPA oder 
TPA/Ionomyzin die Aktivierung mit OKT3- und αCD28-Antikörpern vergleichend hin-
zugezogen. 
 
Durch OKT3/αCD28/TPA über 15 Minuten translozierte PKCβ nachweislich an die 
Plasmamembran von Jurkat T-Zellen (Abbildung 11). Zusammen mit dem PKC-
Isoenzym konnten auch die MAPKKK c-Raf-1 und die MAPKK MEK-1 und/oder 
MEK-2 in den Immunpräzipitaten nachgewiesen werden. Da bei der Immunpräzipitation 
ein Antikörper verwendet wurde, der die beiden Isoformen MEK-1 und MEK-2 erkennt, 
konnte nicht differenziert werden, ob PKCβ lediglich mit einem der beiden Proteine oder 
mit beiden assoziierte. In nichtstimulierten Zellen ist PKCβ im Zytosol lokalisiert und 
deshalb nicht in den Immunpräzipitaten zu finden. Anhand dieser Daten läßt sich ableiten, 
daß PKC-Isoenzym und Proteinkinasen durch die Stimulation aktiviert werden, zur 
Plasmamembran translozieren und dort assoziieren. In der Literatur finden sich einige 
Hinweise auf ähnliche Komplexbildungen. Sie könnten der schnelleren Signalweiterlei-
tung dienen, da die Enzyme in räumliche Nähe zueinander gerückt werden. Es ist nicht 
ausgeschlossen, daß neben PKCβ, c-Raf-1 und MEK-1/2 noch weitere Proteine im 
Komplex anwesend sind, nach denen nur nicht gesucht wurde. Denkbar wäre, daß sich 
im Zuge der Aktivierung - oder auch schon vorher - übergeordnete Strukturen bilden, in 
die auch die ERK miteinbezogen ist (vgl. Kapitel 1.2, Seite 18). MEK-1/2 wurde nicht in 
einer Immunmarkierung nachgewiesen, da sich das Molekulargewicht mit dem der leich-
ten Immunglobulinkette deckt.  
 
Auch nach 8 Minuten Stimulation mit OKT3/αCD28/TPA war bereits eine Translokation 
von PKCβ an die Plasmamembran zu beobachten (Abbildung 12).  
Nach Immunpräzipitation mit MEKK-1-Antiserum konnte PKCβ in den stimulierten 
Proben nachgewiesen werden. Auch diese beiden Proteine sind offensichtlich nach einer 
Aktivierung der Jurkat T-Zellen an der Plasmamembran assoziiert. 
Versuche mit Antiseren sind nicht eindeutig verwertbar, da andere darin enthaltene Im-
munglobuline in erheblichem Maß zur Bindung von PKCβ beitragen und so den Ein-
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druck erwecken könnten, daß es sich um eine spezifische Assoziationen zwischen 
MEKK-1-Antikörpern und PKC-Isoenzymen handelt. Allerdings finden sich auch in der 
Literatur Hinweise auf eine direkte Interaktion von PKCβ mit MEKK-1, und zwar bei 
der Regulation der JNK-Kaskade in humanen myeloiden leukämischen Zellen.187 Darüber 
hinaus konnte PKCβ nicht in mit normalem Kaninchenserum behandelten Proben nach-
gewiesen werden. 
 
Bei PKCα gab es ungleich größere Schwierigkeiten, das Protein an der Membran zu 
isolieren. Möglicherweise ist die physikalische Bindung von PKCα an die Membran 
schwächer als bei PKCβ. Denkbar wäre auch, daß die zur Signalregulierung verwendete 
Proteinmenge bei PKCα geringer ist als bei PKCβ. In einer Kinetik wurde zudem deut-
lich, daß PKCα bereits nach 4 Minuten an die Membran translozierte, dort kurze Zeit 
später aber schon nicht mehr nachweisbar war. Daß PKCα wesentlich schneller an die 
Membran transloziert und dort im Gegensatz zu PKCβ nur kurzfristig verbleibt, wurde 
bereits beschrieben.125,188 Doch auch nach einer Verkürzung der Stimulationszeit war die 
PKCα-Menge an der Membran noch relativ gering. Daher wurde eine Stimulation mit 
TPA/Ionomyzin vergleichend hinzugezogen. Hier ist die Signalstärke von vornherein 
höher und es kann in Kauf genommen werden, daß nur ein geringerer Teil des Proteins 
durch das Versuchsprozedere isoliert wird. 
Zunächst wurde Membranprotein mit einem Antikörper gegen c-Raf-1 inkubiert und 
PKCα in einer Immunmarkierung nachgewiesen (Abbildung 13A). Es wird deutlich, daß 
PKCα nur nach Aktivierung der Jurkat T-Zellen in den c-Raf-1-Immunpräzipitaten 
nachgewiesen werden kann. Unter Stimulation mit TPA/Ionomyzin ist eine wesentlich 
höhere Proteinmenge detektierbar als bei Verwendung von OKT3/αCD28/TPA. Die 
Ergebnisse weisen darauf hin, daß PKCα nach Aktivierung an die Plasmamembran trans-
loziert und dort mit c-Raf-1 assoziiert. 
Abbildung 13B zeigt die Immunpräzipitation mit einem PKCα-Antikörper und Nachweis 
von c-Raf-1. c-Raf-1 kann im Membranprotein von Jurkat T-Zellen nachgewiesen wer-
den und wird nach Aktivierung mit OKT3/αCD28/TPA oder TPA/Ionomyzin hyper-
phosphoryliert („Membranprotein ohne IP“).  
c-Raf-1 findet sich in geringer Menge auch in den PKCα-Immunpräzipitaten. Die beiden 
Proteine c-Raf-1 und PKCα könnten folglich an der Plasmamembran assoziiert sein. Die 
Diskussion                                                                                                                   98 
in diesen Proben sehr deutliche Erhöhung des apparenten Molekulargewichts nach Sti-
mulation weist auf c-Raf-1 in hyperphosphorylierter Form hin.  
Nicht erwartet wurde, daß c-Raf-1 auch ohne Zugabe eines Antikörpers oder nach Inku-
bation mit einem isotypspezifischen Antikörper und anschließendem Zusatz von Protein 
G-Sepharose im Membranprotein gefunden wurde. Vermutlich handelt es sich in beiden 
Fällen um durch Protein G-Sepharose unspezifisch gebundenes c-Raf-1. Auffällig ist, daß 
nach Stimulation keine Erhöhung des apparenten Molekulargewichts im SDS-Gel er-
kennbar ist. Es handelt sich hier lediglich um die inaktive Proteinform und nicht um hy-
perphosphoryliertes c-Raf-1.  
Der PKCα-Antikörper kopräzipitiert nach Stimulation hingegen vornehmlich die aktive 
Form von c-Raf-1.  
 
Einschränkend muß bei allen Immunpräzipitationen bedacht werden, daß die aufgearbei-
teten Membranfragmente auch so groß gewesen sein könnten, daß die betrachteten Pro-
teine gemeinsam über jeweils einen Antikörper isoliert werden konnten, obwohl zwi-
schen ihnen keine direkte physikalische Interaktion besteht. Eine endgültige Aussage 
über die Interaktion zwischen den genannten Proteinen kann erst getroffen werden, wenn 
andere Methoden wie beispielsweise das „two-hybrid-System“ hinzugezogen werden.189  
Die Assoziation der beiden PKC-Isoenzyme α und β mit den untersuchten Proteinen ist 
nach den vorliegenden Ergebnissen ein denkbarer Mechanismus, über den sie ihren regu-
lierenden Einfluß auf die MAPK-Kaskaden ausüben können. 
 
Die NF-κB-Aktivierung stellt ein wichtiges Ereignis in T-Lymphozyten dar und sollte 
ebenfalls auf einen möglichen Einfluß durch die PKC-Isoenzyme hin untersucht werden. 
Zur Charakterisierung wurden die Phosphorylierung und Degradation des I-κB herange-
zogen. 
Aus Abbildung 14 wird deutlich, daß in Jurkat T-Zellen I-κB im Zuge der Stimulation 
mit OKT3/αCD28/TPA phosphoryliert wird. Keine Phosphorylierung des I-κB findet 
hingegen statt, wenn die Zellen mit AS-ODN behandelt wurden. Sowohl PKCα als auch 
PKCβ sind folglich für die TZR/CD28/TPA-induzierte Phosphorylierung des IκB not-
wendig. Vermutlich handelt es sich nicht um einen direkten Einfluß der PKC-Isoenzyme 
auf den I-κB, sondern um eine Aktivierung der I-κB-Kinasen, die dann ihrerseits in der 
Lage sind, den I-κB zu phosphorylieren. 
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Es wurde erwartet, daß sich dieser Einfluß auch bei der Degradation des I-κB bemerkbar 
macht. Durch Stimulation der Kontrollzellen mit OKT3/αCD28/TPA sank die Menge 
nachweisbaren I-κBs deutlich – ein Hinweis auf die Degradation des Proteins (Abbildung 
15). Weder die Behandlung mit PKCα- noch mit PKCβ-AS-ODN bewirkte eine diesbe-
zügliche Veränderung. Es existiert folglich eine Diskrepanz zwischen der Wirkung der 
PKC-Isoenzyme auf die I-κB-Phosphorylierung und die I-κB-Degradation. 
Dies ist insofern überraschend, als daß die Initiierung der I-κB-Degradation offensicht-
lich nicht in allen Fällen an die Phosphorylierung geknüpft ist. So ist die Phosphorylie-
rung von I-κB allein auch nicht für die Freisetzung des Inhibitors aus dem Komplex mit 
NF-κB und damit für die NF-κB-Aktivierung ausreichend.190,191 PKCα und PKCβ tragen 
zwar zur TZR/CD28/TPA-initiierten Phosphorylierung des I-κB bei; für seine Degrada-
tion scheinen aber andere Enzyme verantwortlich zu sein. In den AS-ODN-behandelten 
Zellen könnte die Degradation trotz fehlender Phosphorylierung durch parallele Wege 
ausgelöst werden. Mit dem fehlenden Einfluß der PKCα auf die TZR/CD28/TPA-
induzierte I-κB-Degradation harmoniert, daß laut Literatur eine konstitutiv aktive Mut-
ante der PKCα allein nicht in der Lage war, die NF-κB-Aktivierung in Jurkat T-Zellen zu 
induzieren.115 In Jurkat T-Zellen wird indes die PKCθ als hauptverantwortliche Isoform 
für die NF-κB-Aktivierung angesehen. Eine konstitutiv aktive Mutante der PKCθ akti-
viert die IKKβ direkt, also parallel zum klassischen Weg über Cot/Tpl und NIK 192,193  
Die NF-κB-Aktivierung ist darüber hinaus weitaus komplexer als allgemein angenom-
men. So können die NF-κB-Untereinheiten p50 und p65 auch völlig unabhängig vom 
IKK/I-κB-Signalweg phosphoryliert und aktiviert werden.194 Konvergenzen zwischen der 
NF-κB-Aktivierung und den MAPK-Kaskaden sind vor allem im Hinblick auf die Regu-
lation durch PKC-Isoenzyme nicht ausgeschlossen.115 Es findet offensichtlich auch nicht 
nur eine Translokation von NF-κB statt, sondern I-κB, IKKs und andere phosphorylie-
rende Enzyme können gleichermaßen zwischen zytosolischem und Kernkompartiment 
hin- und herwechseln.195,196 
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4.3 Die Funktion von PKCα und PKCβ in der IL-2-
Genexpression und IL-2-Sekretion 
 
Bisher wurde dargestellt, in welchem Umfang PKCα und PKCβ Einfluß auf die Signal-
transduktionskaskaden in Jurkat T-Zellen nehmen und über welche Mechanismen sie ihre 
Wirkung ausüben könnten. Alle beschriebenen Signalwege münden in der Aktivierung 
von Transkriptionsfaktoren, die eine Initiierung der Genexpression ermöglichen. In einem 
weiteren Schritt stellt sich nun die Frage, welchen Zweck die PKCs in bezug auf die 
funktionellen Aspekte in T-Lymphozyten erfüllen. Die im Mittelpunkt des Interesses ste-
hende IL-2-Genexpression läßt sich auf Ebene der Transkription, Translation und Sekre-
tion untersuchen, wobei die Übergänge teilweise fließend sind. Das gewählte Modell ist 
zur Nachahmung der physiologischen Situation geeignet, da durch die Kombination aus 
OKT3- und αCD28-Antikörpern die IL-2-Genexpression bezüglich aller genannten Teil-
bereiche induziert werden konnte. 
 
Auf Transkriptionsebene wurden zwei Aspekte betrachtet; die Bindung des Transkripti-
onsfaktors NFAT und die Aktivität des minimalen IL-2-Promotors, die sich aus dem 
kooperativen Zusammenspiel mehrerer Transkriptionsfaktoren ergibt. 
Die NFAT-Bindung an den IL-2-Promotor wird durch den Entzug von PKCα-Protein 
gefördert (Abbildung 16). Dieses PKC-Isoenzym scheint in Jurkat T-Zellen einen hem-
menden Einfluß auf die Bindung von NFAT zu haben, der durch die AS-ODN-
Behandlung aufgehoben wird. PKCβ hingegen trägt zur TZR/CD28-induzierten NFAT-
Bindung bei, da verringerte Proteinmengen eine Reduktion der Bindung zur Folge haben. 
 
Die gleiche Modifikation findet sich bei Betrachtung der IL-2-Promotoraktivität 
(Abbildung 17). Die Reduktion von PKCα fördert die Transkriptionsaktivität, die von 
PKCβ reduziert sie. Möglicherweise ist die unter AS-ODN-Behandlung veränderte 
NFAT-Bindung ursächlich für die Veränderung der IL-2-Promotoraktivität. Die Regula-
tion der IL-2-Promotoraktivität durch die PKC-Isoenzyme ist weniger ausgeprägt als die 
NFAT-Bindung – vermutlich, weil für die Aktivität des minimalen IL-2-Promotors nicht 
nur die Bindung von NFAT, sondern auch die Anwesenheit zusätzlicher Transkriptions-
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faktoren wie NF-κB, AP-1 und Oct-1 erforderlich ist. Über die Regulation von c-Jun 
könnte PKCβ auch einen Einfluß auf die Aktivierung von AP-1 haben. 
Cyclosporin A verhindert die TZR/CD28-induzierte Aktivierung von NFAT. Dadurch 
werden die Translokation des Transkriptionsfaktors und seine Bindung an den IL-2-
Promotor gehemmt. Die Eignung des vorliegend verwendeten Modells wird dadurch 
bekräftigt, daß Cyclosporin A wie in der Literatur beschrieben, die IL-2-Promotor-
aktivität hemmt.197,198 Des weiteren spiegelt sich in der Stärke der Cyclosporin A-
Wirkung wider, welches Ausmaß die verhinderte NFAT-Bindung auf die IL-2-
Promotoraktivität annimmt. 
 
Die Funktion der PKC-Isoenzyme auf Transkriptionsebene sollte durch Bestimmung des 
mRNA-Gehalts näher charakterisiert werden. Über den TZR/CD28 werden induzierbare 
Gene wie IL-2 oder IFN-γ aktiviert und die entsprechende mRNA synthetisiert 
(Abbildung 19).135 Die Synthese nimmt gegenüber dem unveränderten Abbau überhand, 
so daß von dem mRNA-Gehalt in der Zelle auf die Induktion des betroffenen Gens ge-
schlossen werden konnte. Die Kinetik der TZR/CD28-induzierten mRNA-Synthese ist 
sowohl bei IFN-γ als auch bei IL-2 mit Angaben aus der Literatur vergleichbar.145 Aus 
Abbildung 18 wird deutlich, daß mit der PCR-gestützten Methode quantitative Unter-
schiede in der Expression erfaßt werden konnten. In der Literatur finden sich zahlreiche 
Beispiele für die Anwendung der semiquantitativen RT-PCR unter ähnlichen Fragestel-
lungen.60,172,201 
Ein weiterer Punkt untermauert die Zuverlässigkeit des verwendeten Systems: Durch die 
spezifische Wahl der Primer bei der PCR konnte zwischen den beiden alternativen 
Spleißformen PKCβI und PKCβII unterschieden werden. Es stellte sich heraus, daß wie 
in der Literatur beschrieben lediglich das Isoenzym PKCβI in den Jurkat T-Zellen nach-
gewiesen werden konnte.131 PKCβII konnte selbst nach 40 PCR-Zyklen nicht detektiert 
werden (Daten nicht gezeigt). 
Die Transfektion der Zellen mit AS-ODN tangiert nicht die mRNA-Synthese, sondern 
schlägt sich im Abbau nieder. Durch die Hybridbildung zwischen AS-ODN und mRNA 
wird die RNase H aktiviert und die mRNA degradiert.170,199 Dies betrifft natürlich nur die 
spezifische Ziel-mRNA von PKCα oder PKCβ, nicht aber die mRNA von IL-2, IFN-γ 
oder GAPDH. Die Degradation von PKCα- bzw. PKCβ-mRNA als Zeichen der Gegen-
wart von AS-ODN konnte vermutlich aufgrund des zu spät gelegenen Zeitpunkts in der 
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Praxis nicht beobachtet werden (siehe Seite 91). Veränderungen in der Menge von IL-2- 
und IFN-γ-mRNA sind dagegen nicht auf die Hybridbildung mit den AS-ODN zurückzu-
führen, sondern allem Anschein nach allein auf die Reduktion der PKCα- oder PKCβ-
Proteinmenge. Diese Veränderungen im mRNA-Gehalt von IL-2 und IFN-γ – seien es 
nun Zunahmen oder Abnahmen – können auf Modifikationen in der mRNA-Synthese, im 
mRNA-Abbau oder beiden beruhen. 
In Gegenwart von PKCβ-AS-ODN ist die IL-2-mRNA-Menge reduziert (Abbildung 20). 
Bei flüchtiger Betrachtung des Sachverhalts scheint es sich um eine verminderte IL-2-
mRNA-Synthese zu handeln, die durch das Fehlen von PKCβ zustande kommt. PKCβ 
könnte folglich unter physiologischen Bedingungen eine wichtige Rolle bei der Induktion 
der mRNA-Synthese einnehmen. Gleichermaßen ist es aber denkbar, daß der IL-2-
mRNA-Abbau bei Reduktion des PKC-Isoenzyms verstärkt ist. PKCβ könnte in der Zel-
le direkt oder indirekt zur Stabilisierung der mRNA beitragen und deren Degradation 
verhindern. Für die JNK-Kaskade wurde bereits ein stabilisierender Effekt auf die IL-2-
mRNA von TZR/CD28-aktivierten Jurkat T-Zellen beschrieben. Wird die Aktivierung 
der JNK-Kaskade verhindert, sinkt die mRNA-Halbwertzeit wieder auf das Niveau der 
nichtstimulierten Kontrolle.60 In Kapitel 3.2.3.1 wurde gezeigt, daß die Reduktion von 
PKCβ eine verminderte TZR/CD28-induzierte Aktivierung der JNK-Kaskade nach sich 
zieht. Dadurch bleibt vermutlich auch die stabilisierende Wirkung auf die IL-2-mRNA 
aus und der mRNA-Gehalt ist in Gegenwart von PKCβ-AS-ODN deutlich niedriger. Es 
muß allerdings berücksichtigt werden, daß die Reduktion von PKCβ-Protein bereits 
Auswirkungen auf die Transkription hat, also auf ein vor der IL-2-mRNA-Synthese lie-
gendes Ereignis. Vermutlich beeinflussen PKCβ-regulierte Enzyme sowohl die Induktion 
der mRNA-Synthese als auch die mRNA-Stabilisierung. Anzumerken ist, daß durch die 
Transkription zuerst eine Prä-mRNA gebildet wird. Sie unterliegt einer nukleären Pro-
zessierung und dem anschließenden Transport aus dem Kern. Auch hier sind denkbare 
Ansatzpunkte der PKCβ-Regulation.  
Für die Wirkung von PKCα-AS-ODN gelten analoge Überlegungen. Der IL-2-mRNA-
Gehalt ist in diesem Fall erhöht. PKCα könnte unter physiologischen Bedingungen die 
mRNA-Synthese erhöhen und/oder den -Abbau erniedrigen. Hinsichtlich der Transkripti-
onsebene finden sich erneut deutliche Übereinstimmungen.  
Cyclosporin A verhindert die TZR/CD28-induzierte Synthese der IL-2-mRNA vollstän-
dig. 
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Die Wirkung der PKC-AS-ODN auf die TZR/CD28-induzierte Synthese der IFN-γ-
mRNA sollte lediglich vergleichend hinzugezogen werden (Abbildung 21). Das IFN-γ-
Gen wird wie das IL-2-Gen von einem NFAT- und NF-κB-abhängigen Promotor kon-
trolliert.200 Der partielle Entzug von PKCα- oder PKCβ-Protein senkt den Gehalt an 
IFN-γ-mRNA. Die Ergebnisse zeigen, daß unter Verwendung der PCR-Primer Verände-
rungen im IL-2- und IFN-γ-mRNA-Gehalt spezifisch nachgewiesen werden können. 
 
Die Regulation der JNK-Kaskade könnte eines der Schlüsselereignisse sein, über das die 
PKCβ sowohl IL-2-Genexpression als auch IL-2-Synthese beeinflußt. Mehrfach wurde in 
der Literatur gezeigt, daß die Initiierung der JNK-Kaskade maßgeblich zur vollständigen 
T-Zell-Aktivierung und Induktion des IL-2-Gens beiträgt. Eine Beeinträchtigung der 
JNK-Aktivierung durch die Verwendung von dominant negativen Mutanten der 
MAPKKK MEKK-1 in Jurkat T-Zellen führte – ähnlich wie hier beschrieben – zu einer 
signifikanten Reduktion von NFAT-Bindung, IL-2-Promotoraktivität und IL-2-mRNA-
Synthese.201 Eine verminderte CD3/CD28-vermittelte IL-2-Produktion ist in MKK-4-
defizienten T-Lymphozyten zu beobachten.202 JNK selbst wird eine Rolle bei der Regula-
tion der Ubiquitinierung von c-Jun und anderen Transkriptionsfaktoren zugesprochen. c-
Jun hat eine kurze Halbwertzeit, da es rasch durch einen Ubiquitin-vermittelten Prozeß 
im Proteasom degradiert wird. Nach ihrer Aktivierung induziert JNK die Phosphorylie-
rung von c-Jun und verhindert dadurch dessen Ubiquitinierung und Abbau. Die Akkumu-
lation des c-Jun-Proteins trägt zu einer erhöhten JNK-stimulierten AP-1-
Transkriptionsaktivität bei, die unerläßlich für eine erhöhte IL-2-Promotoraktivität ist.203 
 
Im letzten Abschnitt wurde die Funktion der PKC-Isoenzyme im Hinblick auf die Sekre-
tion von IL-2 untersucht. Im Anschluß an die Transkription und mRNA-Prozessierung 
wird das kodierte Protein IL-2 synthetisiert, in Richtung Zellperipherie transportiert und 
schließlich sezerniert. Um festzustellen, ob sich die Regulation seitens PKCα und β 
durch diese Kette von Ereignissen hindurch bemerkbar macht, wurde die IL-2-Sekretion 
unter dem Einfluß der AS-ODN gemessen.  
Der Nachweis von IL-2 mittels „Sandwich“-ELISA ist außerordentlich spezifisch, da 
gegen zwei Epitope gerichtete Antikörper verwendet werden. Die Zellaktivierung über 
den TZR/CD28 resultierte bei 106 eingesetzten Zellen in der Sekretion von 30 pg IL-2 
pro ml Zellüberstand. Mit der Kombination aus OKT3- und αCD28-Antikörpern plus 
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TPA konnten im Zellüberstand IL-2-Konzentrationen von bis zu 400 pg/ml nachgewie-
sen werden. Der TZR/CD28-induzierten IL-2-Sekretion wurde für die vorliegenden Un-
tersuchungen dennoch der Vorzug gegeben, weil sie sich näher an der physiologischen 
Situation orientiert. 
Unter Reduktion von PKCβ-Protein kann kein IL-2 im Zellüberstand detektiert werden 
(Abbildung 22). Es findet offensichtlich keine IL-2-Sekretion statt. Werden die Daten auf 
Transkriptionsebene (Promotoraktivität und mRNA-Gehalt) berücksichtigt, sollte es sich 
lediglich um eine Reduktion, nicht aber um eine komplette Hemmung der IL-2-Sekretion 
handeln. Daß die Effekte dennoch so stark sind, läßt den Schluß zu, daß PKCβ über die 
Regulation der Transkription hinaus möglicherweise auch auf Transportvorgänge oder 
die IL-2-Sekretion Einfluß nehmen kann.204 Untersuchungen in PBLs (periphere Blut-
lymphozyten) stützen die mit PKCβ-AS-ODN gewonnenen Ergebnisse: Dort wurden 
gegen PKC-Isoenzyme gerichtete Antikörper mittels Elektroporation in die Zellen einge-
bracht. Die Bindung zwischen Antikörpern und PKCβ-Protein verursachte eine Redukti-
on der IL-2-Synthese und -Sekretion.125,173 Eine Depletion beider PKC-Isoenzyme 
(PKCα- und PKCβ) durch chronische TPA-Behandlung (250 ng/ml) verhinderte die 
IL-2-Synthese in Jurkat T-Zellen.174 
 
Transfektion in Gegenwart von PKCα-AS-ODN steigerte die TZR/CD28-induzierte 
IL-2-Sekretion auf mehr als das Doppelte. Der Effekt ist im Vergleich zu den Daten auf 
Transkriptionsebene stärker ausgeprägt. Auch hier deutet sich die Möglichkeit an, daß 
PKCα zusätzlich in die Regulation der sich anschließenden Prozesse involviert ist. 
 
Es wird ersichtlich, daß die PKC-Isoenzyme in die Regulation der IL-2-Genexpression 
involviert sind. Eine Reduktion von PKCα-Protein fördert die NFAT-Bindung an den 
IL-2-Promotor und die IL-2-Transkriptionsaktiviät; der mRNA-Gehalt und die IL-2-
Sekretion sind erhöht. Ein reduzierter PKCβ-Gehalt wirkt sich gegenteilig aus: NFAT-
Bindung an den IL-2-Promotor, IL-2-Transkriptionsaktiviät und mRNA-Gehalt sind 
erniedrigt, während keine IL-2-Sekretion mehr nachgewiesen werden kann. Weder bei 
PKCα- noch bei PKCβ-defizienten Mäusen liegen Daten zu der Aktivierung, Proliferati-
on oder IL-2-Genexpression von T-Lymphozyten vor.205,206 
Die Daten legen nahe, daß die Wirkung der beiden PKC-Isoenzyme sehr komplex ist und 
sich nicht allein auf die Regulation der Transkription oder eines anderen Abschnitts der 
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IL-2-Genexpression beschränkt. Vielmehr scheint es in der Zelle mehrere Angriffsorte 
für die Einflußnahme von PKCα und PKCβ zu geben. Gerade bei der PKCβ wird vermu-
tet, daß die funktionellen Aspekte zusätzlich auf eine Regulation der JNK-Kaskade zu-
rückzuführen sind. 
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5 ZUSAMMENFASSUNG 
 
PKCα- und PKCβ-AS-ODN konnten durch Elektroporation in Jurkat T-Zellen einge-
bracht und die Menge des Zielproteins dadurch deutlich reduziert werden. Die erzielten 
Effekte wurden analysiert und die Funktion von PKCα und PKCβ im Umkehrschluß 
definiert.  
 
PKCα reguliert die ERK-Kaskade – möglicherweise über eine Assoziation mit c-Raf-1. 
Ihre Anwesenheit ist für die TZR/CD28-induzierte Aktivierung von c-Raf-1, MEK-1/2 
und ERK-1/2 erforderlich. PKCα ermöglicht darüber hinaus die Phosphorylierung von 
I-κB. PKCβ ist in die Regulation der ERK- und JNK-Kaskade involviert. Die 
Phosphorylierung von c-Raf-1, MEK-1/2 und ERK-1/2 und die Aktivierung von MKK-4 
und JNK-1/2 sind bei Reduktion von PKCβ-Protein nur eingeschränkt möglich. Die 
Interaktion mit c-Raf-1, MEK-1/2 und MEKK-1 zeigt mögliche Wirkmechanismen auf. 
PKCβ ist ebenfalls für die Phosphorylierung von I-κB nötig. Keine der beiden PKC-
Isoformen beeinflußt die Phosphorylierung der p38 MAPK oder die Degradation des 
I-κB. In Gegenwart geringerer PKCα- oder PKCβ-Proteinmengen zeigen die Jurkat T-
Zellen des weiteren nur ein verlangsamtes exponentielles Wachstum. 
 
PKCα und PKCβ regulieren die IL-2-Genexpression und IL-2-Sekretion in gegensätzli-
cher Weise. Unter Reduktion von PKCα-Protein sind die NFAT-Bindung an den IL-2-
Promotor (distal), die IL-2-Promotoraktivität und der IL-2-mRNA-Gehalt erhöht. Dar-
über hinaus wird mehr IL-2 von den Jurkat T-Zellen sezerniert. Das Isoenzym scheint 
unter physiologischen Bedingungen einen hemmenden Einfluß auf die genannten Ereig-
nisse zu haben. Bei Verringerung von PKCβ-Protein hingegen sind NFAT-Bindung, IL-
2-Promotoraktivität und IL-2-mRNA-Gehalt erniedrigt und es findet keine IL-2-
Sekretion mehr statt. 
 
Die beiden Isoenzyme PKCα und PKCβ sind in die Regulation der TZR-induzierten Si-
gnaltransduktion und IL-2-Genexpression involviert. Sie üben ihren Einfluß in unter-
schiedlicher, teilweise gegensätzlicher Weise aus und besitzen spezifische Funktionen in 
Jurkat T-Zellen. 
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